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(57) Abstract 

Disclosed is a method for the identification of one or a small 
□umber of molecules, in particular at a dilution of ^ 1 /iM, byusing 
laser-stimulated fluorescence correlation spectroscopy with mea- 
surement times of < 500 ms and short diffusion paths for the- 
molecules under analysis, the measurement preferably being carried 
out on small volumes of < 10" 14 litres to measure parametersspe- 
cific to the material and which can be determined by luminescence 
measurements on the molecules under investigation. The device 
preferably used to carry out the method proposed has per se prior 
art microscope optics which focus the laser light used to stimu- 
late the fluororescence of a highly dilute solution in a small mea- 
surement cell and to form an image from the emitted light in the 
subsequent measurement stage by confocal imaging. The optics 
used have a large numerical aperture of > 1.2 N.A., the amount of 
light is limited by an apertured diaphragm confocally disposed in 
the plane of the object after the objective lens of the microscope, 
and the measurement cell is positioned at a distance between 0 and 
1,000 Aim from the viewing lens, 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Identifizierung von einem oder wenigen 
Molekulen, in sbe sonde re in einer Verdunnung von < 1 /zM, durch 
Verwendungder Laser-angeregten FCS mit MeBzeiten < 500ms bei kurzen Diffusionswegen der zu analysierenden Molekule, wobei die 
Messung in kleinen Volumeneinheiten von vorzugsweise < 10* 14 1 durchgefuhrt wird, durch Bestknrnung stoffspezifiscber Parameter, 
die durch Lumineszenzmessungen an zu untersuchenden Molekiilea ermittelt werden. Die zur Durchfuhrung des erfindungsgemafien 
Verfahrens bevorzugt einsetzbare Vorrichtung ist cine an sich bekannre Mikroskopoptik fur die Laserfokussierung zur Fluoreszenzanregung 
in einem kleinen MeBkompartiment einer sehr verdiinnten Losung und zur Abbildung des emittierten Licbtes in der nachfolgenden 
Messung durch konfokale Abbildung, wobei mindestens eine Optik boher nume rise her Apertur > 1 2 N. A. eingesetzt wird, die Lichtmenge 
durch eine konfokale angeordnete Lochblende in der Objektebene nach dem Mikroskopobjektiv begrenzt wird und das Mefikomrjartiment 
in einem Abstand zwischen 0 und 1000 /im vom Beobachtungsobjektiv entferat posidoniert ist. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Identif izierung von einem oder wenigen Molekulen, 
insbesondere in einer Verdiinnung von is l m™ unter Ver- 
wendung der laserangeregten Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie, die Verwendung des Verfahrens fur be- 
stimmte Anwendungen, sowie eine Vorrichtung zur Durch- 
fiihrung des erf indungsgemafien Verfahrens. 

Die Analytik von biologisch aktiven Molekulen wurde in 
den letzten Jahren bezuglich Spezifitat und Sensitivitat 
standig verbessert und durch grundsatzlich neue Techniken 
erganzt . In diesem Zusammenhang sei auf Klonierungsmetho- 
den oder die Methoden der enzymatischen Amplif ikation 
genetischen Materials verwiesen, urn einzelne Zellen oder 
Molekiile zahlenmaSig so zu verstarken, daS sie einer kon- 
ventionellen Analyse zuganglich werden. Es ware aber in 
vielen Fallen vorteilhaf ter , wenn Analysenverf ahren hin- 
reichend empfindlich waren, um einzelne Molekiile oder 
Ensembles mit wenigen Molekulen direkt qualitativ und 
quant itativ zu erfassen. 

Die Elektronenmikroskopie ist beispielsweise ein Ver- 
fahren, mit dem einzelne Molekiile erfafct werden konnen. 
So wird versucht, mit der Tunnelelektronenmikroskopie 
einzelne DNA- Molekiile zu seguenzieren . Dies ist jedoch 
sehr aufwendig. 

Uber die reine Analytik einzelner Molekiile hinaus sind 
fur viele Bereiche Aussagen iiber Zustandsparameter der 
Molekiile wichtig wie deren Konf ormation und Wechselwir- 
kung mit anderen Molekiile oder molekularen Strukturen. 
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Moderne Methoden der evolutiven Biotechnologie befassen 
sich mit hochkomplexen Kollektiven von Molekiilen. Es gilt 
dabei, Molekiile mit spezifischen Wechselwirkungseigen- 
schaften gegeniiber Zielstrukturen zu identif izieren, das i 
hei£t, eine bestimmte Fitness beziiglich einer erwunschten 
Funktion zu messen. Eine solche Fitness lafit sich auf 
thermodynamische Parameter wie Bindungskonstanten bzw. 
Geschwindigkeitskonstanten zuriickf iihren . 

Zur Losung bestimmter Problemstellungen ist es manchmal 
weniger entscheidend, die Sensitivitat einer Best immungs- 
methode zu steigern, wenn zum Beispiel das zu analysie- 
rende Molekiile nur in kleinen Konzentrationen vcrliegt . 
Vielmehr muS eine sehr groSe Probenzahl bewaltigt werden, 
die mehr oder weniger zeitgleich analysiert werden mus- 
sen. Wenn innerhalb eines Zeitraumes von Stunden z.B. 10 6 
Analysen durchzuf uhren sind, ist es of f ensichtlich, da£ 
nur ein Analyseverf ahren in Frage kommen kann, dessen 
Proben in einem Zeitintervall von ca. lms bis maximal 1 
s vermessen und ausgewertet werden konnen. Die der Er- 
findung zugrunde liegende Aufgabe besteht unter anderem 
darin, ein Verf ahren anzugeben, das es erlaubt, fiber die 
reine Detektion einzelner Molekiile hinaus, Inf ormationen 
iiber ihre spezifischen Wechselwirkung mit anderen Mole- 
kiilen oder molekularen Strukturen zu erhalten. Dariiber 
hinaus soil eine sehr grofie Probenzahl quasi gleichzeitig 
analysiert werden konnen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren beruht auf einer Lumines- 
zenzdetektion und nutzt eine Methode, die als Fluores- 
zenz-Korrelations-Spektroskopie (PCS) an sich bekannt 
ist. Chromophore Molekiilstrukturen mit Fluoreszenzeigen- * 
schaften lassen sich nutzen, urn Aussagen iiber die moleku- 
lare Umgebung eines chromophoren Liganden zu erhalten. Es 
lassen sich Rotationsdif fusion und Translationsdif fusion 
eines Luminophors messen, sowie verschiedene Wege der 



BNSDOCID: <WO 9416313A2_I_> 





WO 94/16313 



PCT/EPM/00117 



- 3 - 



Energieiibertragung auf wechselwirkende Molekule, chemi- 
sche Kinetik und die Lebensdauer angeregter Zustande. 

Das erf indungsgemafie Verfahren bietet auf der Basis an 
sich bekannter physikalisch chemischer Phanomene neue 
Problemlosungen, urn an einzelnen oder wenigen Molekulen 
unter Ausnutzung spektroskopischer Mefiparameter Aussagen 
uber die Natur der Molekule zu erhalten, sowie Aussagen 
uber ihre Fitness bezuglich einer bestimmten Wechselwir- 
kungsf unktion oder uber den Besetzungsgrad verschiedener 
molekular definierter Zustande eines Luminophors . 

Das Verfahren der Korrelationsf luoreszenz-Spektroskopie , 
wie es von den Gruppen urn D. Magde (Elson, E.L. Magde, 
D. (1974) Fluorescence correlation spectroscopy; Concep- 
tional basis and theory; Biopolymers 13, 1-27) und R. 
Rigler (Ehrenberg, M & Rigler, R. (1974) Rotational 
Brownian motion and fluorescence intensity fluctuations. 
Chem. Phys.4, 390 - 4 01) seit fast zwanzig Jahren ver- 
folgt wurde, konnte technisch bislang nicht ohne weiteres 
in ein praktikables Analyseverf ahren umgesetzt werden . Es 
war nicht moglich, den oben genannten Anf orderungen bzgl . 
MeJSzeiten und der Problematik der Licht-induzierten Aus- 
bleichung (Photobleaching) der Farbstoffe gerecht zu 
werden. Rigler et al . konnten Rotationszeiten von Mole- 
kiilen bestimmen. Magde et al . konnten einige chemische 
Reaktionskonstanten uber Fluktuationszeiten bestimmen. 

Das MeEprinzip der FCS beruht darauf , daS fluorophore 
Molekule in auSerst verdunnten Losungen gemessen werden 
(s 10 nM) , indem ein relativ kleines Volumenelement der 
Losung einem starken Anregungslicht eines Laser ausge- 
setzt wird. Nur die Molekule entsprechenden Anregungs- 
spektrums, die sich in eben diesem Volumen aufhalten, 
werden durch das Licht angeregt . Die emittierte Fluores- 
zenz aus diesem Volumenelement kann dann auf einen Photo- 
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multiplier hoher Sensitivitat abgebildet werden. Handelt 
es sich urn verdiinnte Losungen, so ergeben sich nennens- 
werte Schwankungen der Konzentration der sich in dem 
jeweiligen Volumenelement befindlichen Molekule. 

Bei sehr verdiinnten Losungen ergibt sich insbesondere 
eine Poisson-Verteilung der Zahl der gleichzeitig in dem 
Volumenelement vorhandenen Molekule pro Zeit intervall . 
Ein Molekul, daS einmal in das Volumenelement diffundiert 
ist, wird sich gemafi seiner charakteristischen Diffu- 
sionsgeschwindigkeit (der Translation) in einer durch- 
schnittlichen aber fur das betreffende Molekul charakte- 
ristischen Zeit wieder aus dem Volumenelement entfernen 
und somit nicht mehr zu beobachten sein. 

Wenn nun die Lumineszenz ein und desselben Molekiils 
wahrend seiner durchschnittlichen Auf enthaltsdauer in dem 
entsprechenden Beobachtungselement viele Male angeregt 
werden kann, lassen sich von diesem Molekul viele 
Lumineszenzsignale erfassen. Mit anderen Worten, die 
Wahrscheinlichkeit, dafi ein einmal in das Beobachtungs- 
element dif fundiertes Molekul vor seinem Wiederaustritt 
aus dem Volumenelement nochmals angeregt werden kann, ist 
bei verdunnten Losungen viel grofier, als dies fur ein 
neueintretendes Molekul gilt. Das bedeutet aber, dafi das 
entsprechende Lumineszenzsignal mit entsprechend grofier 
Wahrscheinlichkeit von ein und demselben Molekul stammt 
und nicht von einem neu in das Element hineingekommenen 
Molekul. Somit lafit sich eine Korrelation der zeitlichen 
Veranderung der auflaufenden Emissionssignale mit den 
relativen Dif f usionszeiten der beteiligten Molekulspezies 
erstellen . 

Wird die Drehung der Polarisationsebene von Anregungs- 
licht und emittiertem Licht als ein weiterer Parameter 
gemessen, so lafit sich auch der Rotationsdif f usionsko- 
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effizient der beteiligten Molekule bestimmen, aus denen 
Aufschlusse iiber Molekulargewicht , Formparameter oder die 
umgebende Matrix gewonnen werden konnen. 

Es wird deutlich, daS es sogar moglich ist, einzelne 
Molekule in verdiinnten Losungen dadurch zu erfassen, daS 
ein und dasselbe Molekul sehr oft (mehrtausendf ach) an- 
geregt wird und das entsprechende Lumineszenzsignal in 
vielen Einzelmessungen akkumuliert wird. 

Der Umsetzung dieses Mefiprinzips in die Praxis standen 
viele technische Schwierigkeiten entgegen. Das Beobach- 
tungselement war trotz des Einsatzes moderner Laser- 
technologie so grofc, daS sich biologisch interessante 
Molekule mit niedrigen Translationsdif f usionkoef f izienten 
in einer Grofienordnung von etwa 5 0 ms im Beobachtungs- 
element aufhielten. Diese Zeitdauer ist erheblich zu 
lange, denn sie bedingt ein starkes Ausbleichen der 
jeweils eingesetzten Farbstof f liganden, die als Lumino- 
phor dienen. Haufige Anregung erhoht die chemische 
Reaktivitat der luminophoren Struktur mit Molekulen der 
Umgebung, insbesondere mit Sauerstoff, wodurch die 
Lumineszenz verandert oder geloscht (Quenching) wird. 
Naturlich fiihrt auch Ausbleichung (Photobleaching) direkt 
zu falschen MeSdaten, da ein Verlust der Lumineszenz 
(Fluoreszenz) den Austritt des Molekuls aus dem MeB- 
element vortauscht und eine Unterscheidung durch Standar- 
disierung der MeSmethode kaum moglich ist oder sich nur 
durch unverhaltnismafiig groEen technischen Aufwand er- 
zielen lafit. 

Somit war der breiten praktischen Umsetzung des Mefiprin- 
zips in ein allgemein anwendbares Verf ahren bislang enge 
Grenzen gesetzt, die durch das erf indungsgemaSe Verf ahren 
jedoch uberwunden werden. 
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Der entscheidende Durchbruch auf dem Weg zu einem 
Routineverf ahren fur die oben definierten Auf gabenstel - 
lungen der FCS wird erf indungsgemaS durch die Einfuhrung 
ultrakleiner MeSvolumina (vorzugsweise 10" 14 - 10~ 17 1) bei 
Probengesamtvolumina irn /il-Bereich erreicht, deren Reali- 
sierung den gleichzeit igen erfindungsgemafien Einsatz be- 
st immter Elemente der Anregungsoptik, der Einzelphotonen- 
registrierung und "der Probenhandhabung voraussetzt. Das 
MeSvolumen der in den experimentellen Anordnungen be- 
schriebenen Vorrichtung ist mit 2 x 1CT 16 1 ca. lOOOfach 
kleiner als die in der Literatur beschriebenen Mefivolu- 
mina. Die ausgeieuchtete Flache hat somit in etwa die 
Dimension von 0,1 /im 2 . Legt man die Annahme zugrunde, daS 
die FCS besonders korrekte Daten fur eine Konzentration 
chromophorer Molekule von 0,1-10 Molekule pro Volumen- 
meiSelement liefert, so ist die Arbeitskonzentration ca. 
10* 7 - 10' 9 M. Technisch realisierbar sind Messungen mit 
maximaler Detektionsef f izienz und Hintergrunddiskrimi - 
nierung durch Verwendung einer konfokalen Optik hoher 
Apertur in Kombination mit Einzelphotonendetektion . 

Bindungskonstanten konnen dann uber die Translations- 
diffusion bestimmt werden, wenn die Reaktionszeit langsam 
gegenuber der Dif f usionszeit ist. Das heiSt, ein zu be- 
obachtender Ligand verandert wahrend seines Eintrittes in 
das MeSkompartiment und seinem Austritt seine molekulare 
Struktur nicht oder nur kaum. Ansonsten wird nur eine 
Korrelation gemessen, die den gemischten Zustand be- 
schreibt . Hier wird wiederum die Bedeutung des erf in- 
dungsgemaSen Verfahrens mit sehr kleinen MeSvolumina 
deutlich, da die Verweilzeit eines Molekuls ca. 1000-fach 
kleiner ist als in den bisherigen Kompartimenten und 
somit die ublichen Dimensionen fur Gleichgewichtskonstan- 
ten und Geschwindigkeitskonstanten spezif ischer , biolo- 
gischer Erkennungsreaktionen , z . B . Ligand/Rezeptor- 
Wechselwirkung, fur eine Messung erschlieSt. 
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1. Die erf indungsgematee Bedeutung der kleinen Volumen- 
elemente 

Erf indungsgemafi haben die kleinen Volumenelemente ver- 
schiedene und experimentell unterscheidbare Bedeutung fur 
die Durchfiihrung der erf indungsgemaSen Verfahren und 
deren Verwendungen . 

Die Bedeutung der kleinen Volumenelemente ist unter 
folgenden Aspekten zu sehen : 

Hintergrunds- Streustrahlung, insbesondere Raman - 
strahlung, 

Lebensdauer von Fluoreszenzf arbstof f en unter Licht- 
einf lu£, 

kurze MeBzeiten, 

Dif fusionszeiten makromolekularer Komplexe, Viren, 
Zellen, 

Unversehrtheit/Schonung der nicht im Volumenelement 
bef indlichen Komplexe und 

Lebensdauer von Komplexen wahrend der MeEzeit . 

Aus den untenstehenden Erlauterungen wird deutlich, da£ 
sich mehrere Parameter gleichzeitig im erf indungsgemafi 
gevriinschten Sinne positiv auswirken bei der Realisierung 
kleiner Volumenelemente und durch kumulative Wirkung zu 
der erf indungsgemaS nicht linearen/exponentiellen Verbes- 
serung der Methodik gefiihrt haben, die die Losung der 
erf indungsgemaSen Aufgabe iiberhaupt erst ermoglicht 
haben . 

Ein fur die Messung einzelner Molekiile notwendiges Sig- 
nal /Hint ergrundsverhaltnis von 10 00 wird durch kleine 
Volumenelemente erreicht im fl- und sub-f 1-Bereich. Die 
Verschlechterung dieses Verhaltnisses folgt der dritten 
Potenz des vergrofierten Radius des Mefivolumens (r 3 ) . 
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Diesem Verhalten wurde bei friiheren experimentellen 
Vorgehensweisen keine 3edeutung geschenkt, bei der ein 
Laserstrahl ein langes Saulenvolumen ausgeleuchtet hat 
und gleichsam nur Diffusion in zwei Dimensionen aus dem 
Strahl heraus analysiert wurde . 

Soil aus mefitechnischen Griinden dennoch ein grofieres 
Volumen analysiert werden, so konnen erf indungsgemafi 
viele kleine Volumenelemente durch Multiarraydetektion 
parallel gemessen werden und/oder verschiedene kleine 
Raumelemente mit unterschiedlichen Raumkoordinaten nach- 
einander gemessen werden. Datnit bleibt fur jedes 
Gauss 'sche Raumelement als Mefivolumen die Charakteristik 
des Signal -Rauschverhaltnisses erhalten. Erf indungsgemafi 
wird bevorzugt jedes einzelne Raumelement wie bei einer 
Einzelmessung eines Raumelementes konfokal mit vorfokus- 
siertem Anregungslicht ausgeleuchtet und das Raumelement 
mit einer Lochblende in der Objektebene abgebildet . 

Der methodische Durchbruch der Technologie zur sicheren 
Identifizierung und Messung von Einzelmolekulen und der 
Moglichkeit, Einzelmolekiile zu zahlen, wie es auch not- 
wendig ist, urn Gleichgewichtskonstanten iiber die Anzahl 
von komplexierten und freien Liganden im Mefivolumen iiber 
eine bestimmte MeSdauer zu bestimmen, gelang mit der Ver- 
wendung von Mefivolumina s 10"" 1. Dies wurde durch erfin- 
dungsgemafien Einsatz von Lochblenden s 100 fim Durchmes- 
ser, vorzugsweise s 20 bis 30 fim Durchmesser moglich, so- 
wie durch Einsatz einer vorf okussierten Laseranregung . 
Mit Lochblenden dieser Dimension in Objektebene angeord- 
net konnen bei einer 60fachen Vergrofierung ein Durchmes- 
ser des Gauss' schen Mefivolumens von 0,33 nm bis 0,5 M m 
erreicht werden. Bei Verwendung von Optiken anderen Ab- 
bildungsmafistabes mussen entsprechend angepafite Loch- 
blenden verwendet werden. Fur freies Rhodamin bedeutet 
dies eine durchschnittliche Dif f usionszeit aus dem MeS- 
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volumen von ca. 40 , wahrend gemafi dem Stand der 
Technik 750 /is realisiert wurden. Gleichzeitig muE jedoch 
gesagt werden, dafi eine Verkleinerung des Radius des 
Gauss ' schen MeSvolumens urn einen Faktor > 10 nicht sinn- 
voll ist, da eine mehr als lOOOfach geringere Aufent- 
haltswahrschfeinlichkeit eines Molekuls im mehr als 
lOOOfach kleineren MeSvolumen zu unakzeptabel langen 
Mefizeiten fuhren wurde . Das erf indungsgemaSe Optimum des 
vorgestellten Verfahrens befindet sich also bei Realisie- 
rung von Mefivolumina V von 10" 14 1 s 10' 17 1. Mit sicht- 
barem Licht ist ohnehin die Verkleinerung des Raumelemen- 
tes wegen der Dif f raktionseigenschaf ten des Lichtes nicht 
stark weiter zu verkleinern. Dies konnte jedoch mit er- 
f indungsgemaSem Einsatz von Rontgenstrahlung umgangen 
werden, wenn Kernf luoreszenzen angeregt werden zur Er- 
zeugung von Mefisignalen. 

Unter den Gesicht spunk ten, 

daS die MeSzeiten in einem fur praktische Anwendun- 
gen zumutbaren Bereich (ms bis sec) liegen, 
daS das Verhaltnis von (Nutz- ) Signal - zu Rausch- 
signalgroSe erheblich > 1 und insbesondere im Be- 
reich 100 bis 1.000 liegt und 

daS die durchschnittlichen Dif f usionszeiten von 
kleineren Molekulen, Molekulkomplexen oder Mole- 
kulbruchstucken (durch das MeSvolumen) nicht zu 
grofi werden, so daS sie bei Aussetzung der zur 
Anregung vorgesehenen Strahlung nicht zerstort 
werden, 

ergibt sich das optimale Gauss ' sche Mefivolumen bei 
s 10' 14 1 und insbesondere =s 10" x7 1. 

Das recht hohe Signal-Rausch-Verhaltnis ist neben der 
Tatsache, dafi das Mefivolumen klein ist, vorzugsweise auch 
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darauf zuriickzuf uhren, daS geeignete Filter eingesetzt 
werden. Bei diesen optischen Filtern handelt es sich 
zweckmafiigerweise urn Interf erenzbandenf ilter zur Unter- 
druckung des Raman-Streulichtes und/oder urn Raman-Kanten- 
filter, die dicht neben der Wellenlange der fiir die An- 
regung vorgesehenen Strahlung das Streulicht "wegschnei- 
den", und zwar mit optischen Dichten von lO' 7 , was einem 
Unterdriickungsf aktor von 10 7 entspricht . 

Fiir das erf indungsgemaSe Verfahren und die erf indungsge- 
ma£e Vorrichtung zur Fluoreszenz-Spektroskopie von ein- 
zelnen Molekulen, Molekiilkomplexen und/oder Molekulbruch- 
stiicken ist neben der extrem scharfen Biindelung der zur 
Anregung vorgesehenen Strahlung weiterhin von entschei- 
dender Bedeutung, daS sich im Strahlengang der infolge 
der Anregung ergebenden Strahlung eine konfokal angeord- 
nete Lochblende (Pinhole) mit einer extrem kleinen 
Of f nung bef indet . Die GroSe der Of f nung der Lochblende in 
der Objektebene ist in Abhangigkeit des Abbildungsmafi- 
stabes und der Grofie des in der Objektebene abzubildenden 
MeSvolumens gewahlt . Bei einem AbbildungsmaSstab von 4 0 
(100) und einem Radius des MeSvolumens von s 0,1 /im er- 
gibtsich ein Lochblendenradius von 4 (10 /zm) als 

unterer Grenzwert . 



Hintergrunds-Streustrahlung, insbesondere Ramans trahlung 

Je starker der die Probe durchdringende Anregungs-Laser- 
strahl und das auf den Einzelphotonen-Detektor abgebil- 
dete Volumenelernent ist, desto geringer ist die den 
Detektor erreichende Streustrahlung durch in der Probe 
befindlichen MolekQle oder Festkorper, bzw. sie lassen 
sich leichter durch Autokorrelation von dem gesuchten 
Signal diskriminieren. 



f 
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In einem Raumelement von 0,2 fl wird erf indungsgemaS bei 
Unterdruckung der Raman Bande fur Wasser durch gebrauch- 
liche Filter ein einziges Rhodamin-Molekiil mit einem 
Signal/Hintergrundsverhaltnis von 1000 gemessen. Vor- 
herige Messungen ohne Verwendung derart kleiner Raum- 
elemente konnten nur Signal /Hintergrundsverhaltnisse von 
10" 3 realisieren. 

Lebensdauer von Fluoreszenzf arbstof f en unter Lichteinf luS 

Die biologisch, erf indungsgemaS einsetzbaren Fluoreszenz- 
farbstoffe haben nur eine begrenzte Lebensdauer. Farb- 
stoffe wie Fluorescein sind noch erheblich lichtempf ind- 
licher. Fur die exakte Messung durchschnittlicher Ver- 
weilzeiten, insbesondere groBer Komplexe, wird der Farb- 
stoff jedoch ca. 10.000 bis 1.000.000 mal angeregt, bevor 
das Molekul das MeSvolumen wieder verlassen hat. Jedes 
vorzeitige Ausbleichen verschlechtert das Mefiergebnis, da 
ein friihzeitiges Ausbleichen einen zu groSen Transla- 
tionskoef f izienten (kleineres Molekul) vortauscht . 

Dif f usionszeiten makromolekularer Komplexe , Viren, Zellen 
- Kurze MeEzeiten 

Insbesondere gro£e Molekulkomplexe, Viren oder Zellen 
weisen aufierst kleine Translat ionsdif f usionskoef f izienten 
auf . In den erf indungsema&en kleinen Volumen sind noch 
Viren und Zellen ohne bemerkenswertes Ausbleichen gekop- 
pelter Farbstoff marker handhabbar mit Dif f usionskoef fi- 
zienten von ca. 10* 8 cm 2 /s fur freie M13-DNA und ca. 5 x 
10" 9 cm 2 /s fur ein E.coli Bakterium. Die Verweildauer 
eines Bakteriums im MeSvolumen betragt ca. 3 0 ms . GroSere 
MeSelemente, wie sie fruher nur moglich waren, fuhren zu 
unakzeptabel langen Mefizeiten, bis diese grofien Komplexen 
das Mefielement wieder uber Translat ionsdif fusion verlas- 
sen haben . 



BNSDOCID: <WO 941631 3A2J_> 



WO 94/16313 



PCT7EP94/00117 



- 12 - 



Unversehrtheit/Schonung der nicht im Volumenelement 
befindlichen Komplexe 

Es ist eine statistische Wahrscheinlichkeit , da£ ein 
Farbstoff durch chemische Reaktion aus dem angeregten 
Zustand heraus reagiert und damit ausbleicht . Geschieht 
dies durch Licht aufierhalb des MeSvolumens, so sollte 
dies die Messung nicht beeinf lussen, da ein inakt ivierter 
Farbstoff uberhaupt kein Signal liefert und somit nicht 
zur Messung beitragen wurde. Die Qualitat des Verfahrens 
wird jedoch drastisch dadurch eingeschrankt , dafi durch 
vorzeitiges Ausbleichen von Farbstoff -markiert en Moleku- 
len, die sich noch auSerhalb des Mefivolumens befinden, 
die effektive Konzentration von me£baren Molekulen und 
Molekulkomplexen erniedrigt wird und somit die Sensitivi- 
tat beeinf lufSt wird. Sehr unangenehm werden die negativen 
Auswirkungen bei nicht maximal fokussiertem Laserstrahl, 
wenn das Markermolekiil erf indungsgemafi in bevorzugter 
Ausfiihrungsf orm mit mehreren Farbstof fmolekiilen versehen 
ist, von denen ein nicht bestimmbarer Teil unter vor- 
heriger Lichteinwirkung bereits ausgebleicht ist. 

Lebensdauer von Komplexen wahrend der MeEzeit 

Ein Komplex aus nachzuweisendem Zielmolekul und markier- 
tem Nachweisreagens ist nur dann als Komplex erf indungs- 
gema£ erkennbar, wenn der Komplex uber die gesamte Me£- 
zeit stabil bleibt. Dies wiirde bei durchschnittlichen 
Aufenthaltszeiten von Komplexen von Sekunden in groSen 
Volumenelementen nicht mehr gelt en, wenn die Komplexe 
selbst eine Zerfallszeit im Sekundenbereich haben. Dies 
kann durchaus fur biologisch relevante Reaktionen wie 
Metallionen-Komplexierungen der Fall sein, bei denen z.B. 
Bindekonstanten von 10 6 Imol' 1 relevant sind. Die erf in- 
dungsgemaSen kleinen Volumenelemente bedeuten jedoch so 
kurze durchschnittliche Auf enthaltsdauern (< l ms), dag 
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praktisch fur alle interessanten Komplexierungsreaktionen 
ein Komplex wahrend der Auf enthaltsdauer im MeSvolumen 
stabil bleibt. 

Multiarraydetektion 

Eine erf indungsgemafce Multi-Array Detektion kann dadurch 
erfolgen, daS in nicht optimaler Weise ein groSeres Volu- 
menelement ausgeleuchtet wird, jedoch verschiedene Volu- 
menelemente auf einem Multi-Array-Detektor getrennt abge- 
bildet werden und die auf lauf enden Photonen wahrend einer 
Messung getrennt registriert und ausgewertet werden. Dies 
ist durch Verwendung von Multi-Array-Einzelphotonen- 
Detektoren moglich, wie sie kommerziell erhaltlich sind. 
Nachteil dieser Methode ist, daS unerwunschte Bestrahlung 
zu erheblicher Photoinaktivierung auSerhalb der MeSvolu- 
mina f iihrt . Es ist bei einer Multiarraydetektion, d.h. 
der parallelen FCS-Analyse von MeSvolumina unterschied- 
licher Raumkoordinaten oder zeitlich auf einanderf olgender 
FCS-Analysen von MeSvolumina unterschiedlicher Raumkoor- 
dinaten, im Sinne des oben Gesagten nicht vorteilhaft, 
wenn in einer experimentellen Anordnung ein relativ 
groSes Volumenelement ausgeleuchtet wird, die Messung der 
kleinen Raumelemente jedoch dadurch erfolgt, daS in einem 
2D-Raster angeordnete kleine Raumelemente parallel abge- 
bildet, vermessen und ausgewertet werden. Bei diesem 
experimentellen Vorgehen (Fig. 24) bleichen bereits eine 
Vielzahl von Chromophoren aus, bevor sie das Me£volumen 
durch Diffusion erreicht haben. 

Bei niedrigeren Konzentrationen mussen entsprechend mehr 
Volumenelemente einer Messung unterzogen werden. Da die 
durchschnittliche MeSdauer fur eine Messung je nach er- 
forderlicher Qualitat der Mefidaten (Signal -/Rauschver- 
haltnis) zwischen 10 und 100 ms betragt, lassen sich in 
1000 s 10.000 bis 100.000 Volumenelemente uberpriif en . 
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Somit lassen sich extrem niedrige Konzentrat ionen von 10" 
i4 bis lCT 15 M vermessen. Das bedeutet auch, dafi sich 
spezif ische biologische Wechselwirkungen mit Bindungskon- 
stanten k SS£ > 10 6 mol/1 bis zu k ass = io 15 mol/1 messen 
lassen . 

In einem Beispiel wird dargestellt, wie sich Bindungs- 
konstanten oder Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten mit 
der erf indungsgemaSen Technik bestimmen lassen. Die er- 
f indungsgemafie Messung eines Bindungsgleichgewichtes 
zwischen Reaktanden wird gemessen, indem mindestens ein 
Reaktand mit mindestens einem Farbstof f molekul vorzugs- 
weise chemisch gekoppelt ist, und sich die Rotations - 
dif fusionsgeschwindigkeit und/oder die Translations- 
dif fusionsgeschwindigkeit des Reaktanden durch die Kom- 
plexbildung andert . Wenn sich Gleichgewichtskonstanten 
experimentell nicht direkt mit der Bedingung hochver- 
diinnter Losungen in Ubereinstimmung bringen lassen, das 
hei£t, wenn niedrige Bindungskonstanten hohere Konzentra- 
tionen an Reaktanden erfordern, laSt sich dies z.B. da- 
durch erreichen, daS der nicht -markierte Reaktionspartner 
im Uberschufi angeboten wird, oder indem der markierten 
Verbindung ein UberschuS an unmarkiertem Reaktanden zuge- 
setzt wird. 



Die Messung einer Reaktionskinetik fiber molekulare Fluk- 
tuation mit FCS, wie sie von Magne beschrieben worden 
ist, lie£ sich wegen der langen Dif f usionswege in den 
bisher realisierten MeSkompartimenten nicht befriedigend 
durchfuhren. Mit der erf indungsgemafien MeStechnik ist die 
Bestimmung der Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten 
eines Komplexes in einem Bereich von 1(T 6 s" 1 bis zu etwa 
10 3 s" 1 moglich, ein Bereich, der insbesondere fur bio- 
chemische Reaktionen relevant ist. Die Messung kann z.B. 
durch den Austausch von f luoreszenzmarkierten Marker- 
molekulen erf ol gen. 
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Die erf indungsgemaSe Technik erlaubt auch die Messung von 
Konformationsanderungen biologischer Makromolekule sowie 
die Bestimmung zugehoriger thermodynamischer und kineti- 
scher Konstanten. Fluktuationen der Struktur lassen sich 
z.B. iiber die Messung der Rotationsdif fusion oder iiber 
Signalanderungen durch sog. Energy-Transfer (Forster 
Transfer) erf assen . 

Die Methode ist auch fur die DNA/RNA Analytik anwendbar 
(DNA/RNA Analytik, siehe unten) . In der genetischen Ana- 
lytik, insbesondere zur Bestimmung von infektiosen Er- 
regern ist die Sensitivitat des diagnostischen Verf ahrens 
oft von ausschlaggebender Bedeutung. Dies wurde gerade in 
den letzten Jahren in Zusammenhang mit der Einfuhrung 
enzymatischer Methoden zur Amplif ikation genetischer 
Zielsequenzen deutlich. Durch den Einsatz dieses Ver- 
f ahrens ist zu erwarten, daS fiir eine Reihe diagnosti- 
scher Verfahren auf die Notwendigkeit einer vorhergehen- 
den enzymatischen Amplif ikation verzichtet werden kann, 
wodurch z.B. Probleme der Kontamination durch stark 
amplif izierte Einzelsequenzen umgangen werden konnten. 

Das Verfahren kann auch anstelle der bekannten diag- 
nostischen Verfahren des RIA, ELISA oder anderer Verfah- 
ren eingesetzt werden (siehe unten, Rezeptor Screening) . 
Ein besonderer Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens 
ist darin zu sehen, daS das System selbstkalibrierend 
ist. Auf Bestimmungen von Eichkurven oder eine interne 
Standardisierung kann verzichtet werden. Jedes Experiment 
bezieht seine innere Kalibrierung aus der Bestimmung der 
betrachteten Molekule. Beispielsweise haben Schwankungen 
der Laserintensitat keinen EinfluS auf die MeSgenauig- 
keit. Eine Drif tproblematik bei zeitlich auf einanderf ol- 
genden Messungen tritt nicht in Erscheinung. Messungen 
sind ohne erneute Kalibrierung zu verschiedenen Zeiten 
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mit gleichem Resultat wiederholbar . Eine Geratekalibrie - 
rung kann entf alien. 

Eine bevorzugte Verwendung sind Assays ohne Beteiligung 
von Antikorpern als Nachweisreagentien oder fur den Er- 
satz in gangigen Assay-Verf ahren, die bislang auf ELISA, 
RIA oder FIA unter Verwendung von Antikorpern beruhen. 
Gemeint sind alle* Assays die als spezifisch erkennende 
Molekule (Rezeptor-Molekule , Nachweisreagens) neben Anti- 
korpern auch andere Molekule einsetzen, urn bestimmte 
Zielmolekiile (Liganden) zu erkennen. Als potentielle Re- 
zeptormolekule kommen neben Antikorpern generell alle 
Molekule oder Molekuikomplexe in Frage, die an ihrer 
Oberflache spezifische Erkennungsstellen (z.B. Anti- 
korper, Einzelstrang-Antikorper , Membranrezeptoren, 16s- 
liche Rezeptoren, Enzyme, Strukturproteine , Polysacchari- 
de, Peptide, komplexe Sekundarmetabolite etc.) oder in 
ihrem Inneren spezifische Erkennungsstellen fur Zielmole- 
kiile enthalten (z.B. HDL, VLDL, LDL) . 

Wenn eine spezifische Komplexbildung zwischen einem 
Rezeptor und einem oder mehreren Liganden in der allge- 
meinen Form von analytischem Interesse ist und/oder wenn 
mindestens eines der beteiligten Molekule mit mindestens 
einem Farbstof f marker versehen werden kann und sich die 
Komplexbildung in einer Veranderung der Rotationsdif fu- 
sion und/oder der Translationsdif fusion des Farbstof f- 
Markers zu erkennen gibt, ist ein FCS-Assay durchf iihrbar . 
Dabei gelten vergleichbare thermodynamische Gesetzmafiig- 
keiten bzgl . einer vorteilhaf ten Ausgestaltung, wie sie 
fur die entsprechenden Assays vom Typ ELISA, EIA, RIA 
oder FIA gelten (siehe Fig. 1, 2) . 

Die Leistungsf ahigkeit des erf indungsgemaSen Verfahrens 
kommt insbesondere im Vergleich mit gegenwartig am Markt 
befindlichen Technologien zum Ausdruck. Gut eingefiihrt 
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ist die sogenannte FPIA-Technologie der ABBOTT, Chicago, 
mit dem sogenannten TDX-System fur die zugehorige Instru- 
mentation. Hier wird die Depolarisation von Fluoreszenz- 
markierten Molekulen in homogenen Assays bestimmt. 

Die Depolarisation des emittierten Lichtes eines Fluores- 
zenzf arbstof f es nach Anregung mit polarisiertem Licht ist 
in erster Linie ei'ne Eigenschaft, die von dem Molekular- 
gewicht des Molekuls und seinen Formparametern abhangen. 
Ein vergleichsweise kleines Molekiil rotiert starker im 
Zeitintervall zwischen Anregung und Abstrahlen des 
Fluoreszenzlichtes als ein deutlich groSeres Molekiil, 
womit eine entsprechend starkere Depolarisation des 
emittierten Lichtes verbunden ist. Dieser Effekt wird 
dahingehend ausgenutzt, daS kleine Fluoreszenz-markierte 
Molekiile kompetitiv urn z.B. Antikorper-Bindungsstellen 
mit unmarkierten Zielmolekulen konkurrieren . Die Fluores- 
zenzdepolarisation gibt dann Auskunf t liber den relativen 
Anteil der im Komplex gebundenen, markierten Molekiile. 
Die Methode ist aber deutlich von den erwiinschten Nach- 
weisgrenzen entfernt. Der Hersteller gibt selbst eine 
untere Nachweisempf indlichkeit von 1CT 9 M an. Das erfin- 
dungsgemafie Verfahren ist ohne Optimierung bereits urn 
mehr als zwei Grofienordnungen sensitiver. Dies gilt bei 
der erf indungsgemaSen Verwendung der FPIA-Kits. Durch 
entsprechend empf indlichere Farbstoffe lassen sich 
weitere Grofienordnungen an gesteigerter Sensitivitat 
erzielen. Dies ist z.B. in der Drogendiagnost ik von 
grofier Bedeutung . 

Das erf indungsgemaEe Verfahren zeigt seine Uberlegenheit 
insbesondere bei einem quantif izierenden Assay und bei 
der Qualitat in Abhangigkeit von variierenden Probenbe- 
dingungen. Der Grad der Fluoreszenz -Depolarisation hangt 
von den Medienbedingungen Viskositat/Temperatur ab . Mit 
zunehmender Viskositat verringert sich der Grad der 
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Fluoreszenzdepolarisationaller Molekule durch kleinere 
Rotations -Dif fusionskoef f izienten und beeinflufit unmit- 
telbar das Ergebnis. Ahnlich storende Effekte konnen 
durch Mediumbedingungen hervorgeruf en werden, die die 



Lebensdauer des angeregten Zustandes beeinf lussen. Mit 
erhohter Lebensdauer wird eine erhohte Fluoreszenzdepola- 
risation vorgetauscht . Diese Effekte fuhren bei dem 
erf indungsgemaSen Verfahren der Messung der Translations - 
diffusion jedoch nicht zu einer Beeintrachtigung der Er- 
gebnisqualitat . In der Praxis bedeutet dies ein erheblich 
geringerer Aufwand in der Probenvorbereitung und Norrnie- 
rung der Methode und ein deutlich groEerer Bereich der 
dynamischen MeSbreite. 

2. Die Bedeutung der Reaktionsgeschwindigkeit fur die 
Komp 1 exb i 1 dung 

Wie im Falle der Nukleinsaure-Reassoziation (siehe unten) 
kann auch bei anderen spezifischen Erkennungsreaktionen 
die Assoziationsgeschwindigkeit so langsam sein, dafi ein 
homogener Assay, der auf dieser Erkennungsreaktion be- 
ruht, praktisch nicht durchfuhrbar ist . Wahrend in in- 
homogenen Assays hauf ig Reaktanden im Uberschufi angeboten 
werden, z.B. wenn mit markierten Antikorpern gearbeitet 
wird, urn die Reaktionsgeschwindigkeit der spezifischen 
Komplexbildung zu erhohen und in einem Folgeschritt der 
UberschuS an nicht komplexgebundenen Reaktanden entfernt 
wird, ist dies in homogenen Assays nicht ohne weiteres 
moglich. 

An einem Beispiel soil diese Problematik erlautert wer- 
den: Die erf indungsgemaSe Detektion erlaubt die Bestim- 
mung von Konzentrationen von Fluoreszenzf arbstof f -mar- 
kierten Verbindungen im Bereich von s 1CT 1S M. Wenn ein 
Fluoreszenz-markiertes, spezifisches Nachweisreagens fur 
ein Zielmolekul oder einen Molekiilkomplex eingesetzt 
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wird, mussen mindestens drei Bedingungen erfiillt sein: 1. 
der GroSen-Unterschied von nicht komplexgebundenem, fluo- 
reszenzmarkiertem Molekul und gebundenem, fluoreszenzmar- 
kiertem Molekul mu£ ca . um den Faktor 2 in der Diffu- 
sionskonstante groSer sein, um anhand der unterschied- 
lichen Translationsdif fusion gut nachweisbar zu sein, 2. 
die Bindekonstante muS hinreichend grofi sein, um das 
Zielmolekiil zu komplexieren, 3. die Reaktionsgeschwindig- 
keit der Assoziation muS hinreichend groS sein, um in 
einem experimentell vertretbaren Zeitraum von Minuten bis 
maximal Stunden die Komplexbildung zu realisieren. 

Wenn ein komplexiertes Zielmolekiil unter 100 nicht -kom- 
plexgebundenen Molekiilen des Nachweisreagens' detektiert 
werden kann, kann erf indungsgemafi eine Konzentration von 
10' 13 M an Nachweisreagens eingesetzt werden, um einen 
gebildeten Komplex von 10~ 15 M nachzuweisen . Im Gleichge- 
wicht kann dann effizient eine Komplexbildung erfolgen, 
wenn die zugehorige Assoziationskonstante k ass fur die 
bimolekulare Reaktion mindestens 10 13 M" 1 betragt. Der- 
artig hohe Bindekonstanten treten bei biologischen Mole- 
kiilen wie Proteinen nur selten auf . Die Bindekonstanten 
von Antikorpern liegen gewohnlich in Bereichen von 10 6 
bis 10 10 M" 1 . 

Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten von Antikorpern 
fur die bimolekulare Komplexierungsreaktion ubersteigen 
kaum den Bereich von k ass = 10 7 Molds' 1 . Die unterschied- 
lichen Bindekonstanten resultieren hauptsachlich aus den 
Unterschieden in den Dissoziationsgeschwindigkeitskon- 
stanten k diss der Komplexe, die oft zwischen 10 und 10 -3 s" 1 
liegen. Fur den oben diskutierten Fall bedeutet jedoch 
eine Geschwindigkeitskonstante von k ass = 10 7 Molds' 1 , da£ 
die Halbwertszeit der Assoziation bereits bei ca. 1000 s 
liegen wiirde, wenn mit Konzentrationen von 10" 10 M an 
Nachweisreagens gearbeitet wurde. 
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Erf indungsgemaS ergeben sich mehrere Alternativen , urn die 
Sensitivitat der optischen Nachweisreaktion von 10" 15 M 
fur einen homogenen Assay trotz niedrigerer Bindekonstan- 
ten, fur die Erkennungsreaktion zu nutzen. 

Die effektive Assoziationsgeschwindigkeit la£t sich 
haufig durch Veranderung der Reaktionsbedingungen drama- 
tisch verandern. Fur Nukleinsauren ist unten beschrieben, 
wie die Assoziation von komplementaren Nukleinsaure- 
sequenzen 10.000 bis 100.000 fach beschleunigt werden 
kann. Erkennungsreaktionen von Seguenzmotiven auf lang- 
strangiger DNA verlaufen schneller als dies durch reine 
Dif f usionskontrolle erfolgen konnte. Wahrscheinlich ist 
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt das Auftreffen 
des Proteinf aktors auf der DNA, dem ein rascher eindimen- 
sionaler Dif f usionsschritt entlang der DNA zum eigent- 
lichen Bindeort folgt. 

Eine Beschleunigung kann generell dadurch erreicht wer- 
den, daS die Dif f usionswege des geschwindigkeitsbestim- 
menden Schrittes der Assoziation verkurzt werden. In 
trivialer Weise erfolgt dies durch eine Konzentrierung 
des Reaktionsansatzes . 

Erf indungsgemaS werden im homogenen Assay die Mediumbe- 
dingungen so variiert, daS der effektive Auf enthaltsraum 
der reagierenden Molekule verkleinert wird, ohne das 
Probevolumen an sich zu verringern. Dies kann erf indungs- 
gemaS z.B. durch Zusatze wie Polyethylenglykole , Dextran, 
Polyvinylpyrrolidon chaot rope Reagent ien , organische 
Losemittel oder deren Kombination geschehen, die vor 
all em die Wasserstruktur der Hydrathiillen beeinf lussen . 
Es lassen sich erf indungsgemaS auch waSrige Zweiphasen- 
systeme einsetzen, urn die Reaktanden gezielt in einer 
Phase anzureichern . 
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Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung von 
UberschuSkomponenten des markierten Reaktanden. Wenn zwei 
Farbstof f -markierte Reaktanden verwendet werden, die ge- 
meinsam einen Analyten erkennen und binden konnen, lassen 
sich sogenannte Energy-Transf er-Komplexe bilden. Ein 
Farbstof fmarker fungiert als Akzeptor des Anregungs- 
lichtes, dessen emittiertes Fluoreszenzlicht das eng 
benachbarte zweite Farbstof fmolekiil anregt (10 - 100 A) , 
welches dann Licht emittiert, das als MeSsignal erfin- 
dungsgema£ registriert wird. Da die Effizienz der 
Energieiibertragung mit der 6. Potenz des Abstandes der 
Farbstof fe sinkt, lassen sich die Reaktanden im UberschuS 
einsetzen . Der Translationsdif f usionskoef f izient des 
ternaren Komplexes wird erf indungsgemaS gemessen. 

Die erf indungsgemafie Verwendung des Farbstof f -markierten 
Nachweisreagens als Ube r s chufikomponen t e ist auch moglich, 
wenn das nicht komplexierte Nachweisreagens chemisch oder 
durch Strahlung bezuglich seiner spektroskopischen Eigen- 
schaften so modifiziert werden kann, daS es sich spek- 
troskopishch vom Komplex unterscheidet . Dies ist bei- 
spielsweise im Falle interkalierender Farbstof fe moglich. 

Die erf indungsgemafee Konzentrierung mittels einer elek- 
trischen Falle ist an anderer Stelle der Beschreibung 
beschrieben. 

Wenn eine Komplexbildung nur zu einer geringen Verande- 
rung des Molekulargewichtes und/oder der Form eines Nach- 
weisreagenzes beitragt, wie es beispielsweise bei der 
Verwendung eines markierten Antikorpers gegen einen 
kleinen Liganden der Fall ist, kann erf indungsgemaS die 
Verwendung eines zweiten Antikorpers im UberschuS, der 
gegen den Komplex gerichtet ist, den entstehenden 
ternaren Komplex erf indungsgemafi nachweisbar machen. 
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Erf indungsgemag konnen auch mindestens zwei unterschied- 
liche Nachweisreagentien mit mindestens zwei unterschied- 
lichen Farbstof f markern eingesetzt werden, die mit min- 
destens einem Targetmolekul reagieren konnen und wobei 
die Fluoreszenzsignale von mindestens zwei Farbstoffen 
erfindungsgemaS gemessen werden. Das Verfahren kann in 
zweierlei Hinsicht verwendet werden. 

a) Die parallele Bestimmung von mindestens zwei unter- 
schiedlichen Analyten in einer Probe. 

Haufig stellt sich das experimentelle Problem mehrere 
Analyten nebeneinander in einer Probe nachzuweisen . An- 
stelle zweier unabhangiger Assays laSt sich auch erfin- 
dungsgemaS der Nachweis von mindestens zwei verschiedenen 
Analyten unabhangigen voneinander durch Reaktion von zwei 
unabhangigen Nachweisreagentien durchfuhren, die mit min- 
destens zwei unabhangigen und unterschiedlichen Farbstof- 
fen markiert sind und sich vorzugsweise entweder mit 
Licht unterschiedlicher Wellenlange angeregen oder durch 
Licht unterschiedlicher Emissionswellenlange unabhangig 
voneinander registrieren lassen. Dies kann z.B. durch die 
Verwendung von zwei unabhangigen optischen Systemen ge- 
schehen, wie sie z. B. in Abbildung 16 schematisch 
skizziert sind. 

3 . Kreuzkorrelation 

b) Die Erhohung der Nachweisspezif itat durch gleichzeiti- 
ge Bindung mindestens zweier Nachweisreagentien an einem 
Analyten. 

Einige Analyten lassen sich nur mit unbef riedigender 
Spezifitat durch die Bindung eines einzigen Nachweis- 
reagenzes von molekular ahnlichen Analyten abgrenzen. 
Beispiele sind homologe Nukleinsauresequenzen, die sich 
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dramatisch in ihrer biologischen Aktivitat wie z.B. der 
eigenen Pathogenitat oder der Pathogenitat ihrer Produkte 
unterscheiden konnen. Auch Proteine wie Tumorantigene, 
Strukturproteine oder Zelltyp-spezif ische Oberf lachen- 
marker lassen sich nur unbef riedigend durch die Bindung 
eines einzigen Liganden analysieren. 

Erf indungsgemaS laSt sich ein bestimmtes Molekiil gleich- 
zeitig mit mindestens zwei Nachweisreagenzien komplexie- 
ren, die jeweils mit mindestens zwei optisch unterscheid- 
baren Fluoreszenzmolekulen markiert sind. Die gleichzei- 
tige Komplexbildung laSt sich erf indungsgemaS entweder 
spezifisch iiber die Bildung eines Energie-Transf er-Kom- 
plexes (Forster-Transf er, siehe oben) nachweisen oder 
iiber die Korrelation der Signale unterschiedlicher Wel- 
lenlange der Anregung und/oder Emission. Die Bindung 
unterschiedlicher Nachweisreagenzien an einen einzigen 
Analyten wird durch zeitliche Korrelation der unter- 
scheidbaren optischen Signale belegt . 

Die Doppelkomplexierung eines Analyten mit zwei unter- 
schiedlich markierten Nachweisreagentien hat nicht nur 
den Vorteil einer erhohten Spezifitat wie oben disku- 
tiert, sondern auch den praktischen Vorteil, daS von 
jedem einzelnen Reagens hohere Konzentrationen eingesetzt 
werden konnne. Durch die zeitliche Kreuzkorrelation der 
erf indungsgemaS registrierten Fluoreszenzsignale lassen 
sich auf der Ebene der elektronischen Signalverarbeitung 
die Signale der nicht korrelierten freien Nachweisreagen- 
tien effizient unterdrucken . Das Verfahren laSt sich be- 
sonders gut bei Nukleinsaure-Analyten durch den Einsatz 
von mindestens zwei unterschiedlich markierten Nachweis- 
reagentien verwenden, die an unterschiedliche Sequenzab- 
schnitte des Analyten binden/ Die Emissionswellenlangen 
der jeweiligen Fluoreszenzen der unterschiedlichen Farb- 
stoffe sind dabei unterschiedlich. Anstelle der sonst 
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ublichen alleinigen Autokorrelat ion der registrierten 
Signale wird erf indungsgemafi die Kreuzkorrelat ion der 
Signale unterschiedlicher Wellenlange gemessen. Sind 
beide Sonden zugleich an den Target -Analyt gebunden, so 
ergibt die Kreuzkorrelation die Molekiilzahl und Diffu- 
sionszeit des doppelt markierten Nukleinsauresegmentes . 
Nicht-gebundene Sondenmolekuie sind in der Autokorrela- 
tion sichtbar, in der Kreuzkorrelation werden die Signale 
unterdriickt . 

4 • Verf ahren und Vorrichtung zur Durchfiihrung der 
Fluoreszenz -Korrelations -Mikroskopie 

Die Kreuzkorrelation von Fluoreszenzsignalen verschiede- 
ner Farbstoffe, die mit einem Molekul oder Molekulkomplex 
chemisch verkniipft oder physikalisch assoziiert sind, 
lafit sich also erf indungsgemafi zur Sensitivitatssteige- 
rung und Spezif itatserhohung nutzen. Zur optimalen Durch- 
fiihrung der Experiment e mussen jedoch verschiedene Vor- 
aussetzungen erfullt sein, die sich durch das hier nach- 
folgend vorgestellte erf indungsgemaSe Verfahren und eine 
zugehorige Vorrichtung in besonders vorteilhaf ter Weise 
realisieren lassen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren bezieht sich auf die 
Kombination der Methodik der Kreuzkorrelation mit der 
Fluoreszenz -Korrelationsspektroskopie unter Verwendung 
kleiner MeSvolumenelemente. Die Methode ist klar abzu- 
grenzen von Korrelationsmethoden, wie sie z.B. in der 
FACS-Analytik (Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung) 
eingesetzt werden, Dort werden ebenfalls mehrere optische 
Parameter gleichzeitig gemessen, die von einem groSen 
Komplex wie einer Zelle stammen, z.B. die Vorwartslichts- 
treuung in Kombination mit einem Fluoreszenzsignal oder 
die gleichzeitige Messung unterscheidbarer Fluoreszenz- 
signale. Im Zellsorter werden die Signal von einzelnen 
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Tropfchen gemessen, in denen sich Einzelzellen befinden 
konnen. Unter Korrelation von Signalen zur Identifizie- 
rung von Zelltypen und Subtypen ist hier lediglich die 
Intensitatsverteilung unterschiedlicher Signale zu ver- 
stehen, die integral iiber den ganzen Tropfen erfaSt wird. 
Upter Korrelation wird hier lediglich die parallele Er- 
f assung mehrerer Parameter angesehen bezuglich ihrer 
individuellen Intensitat . Die hier beschriebene Methode 
vollzieht eine zeitliche Verknupfung zweier stochasti- 
scher Prozesse, der Dif f usionscharakteristik unterschied- 
licher Chromophore in einem kleinen Raumelement . Prak- 
tisch bedeutet dies auf der Ebene einer Zelle, daS das 
erf indungsgemafie Verf ahren zwischen unterschiedlichen 
Molekulen unterscheiden kann, die einen Chromophor tragen 
und sich im Me£volumen befinden, wahrend im Zellsorter 
dieser Chromophor integral in seiner Konzentration im 
Tropfchen bestimmt wird, ungeachtet, ob er Teil eines 
kleinen Molekuls ist oder in einem Komplex oder an eine 
Zelle gebunden vorkommt . 

Unter Kreuzkorrelation im Zusammenhang mit der FCS-Ana- 
lytik wird folgende Methodik verstanden: Ein Volumen- 
element wird durch einen moglichst stark fokussierten 
Laserstrahl oder Rontgenstrahl ausgeleuchtet . Dabei wird 
die Intensitat der elektromagnetischen Strahlung so hoch 
gewahlt, daS sich ein hoher Prozentsatz von Molekulen, 
die durch die Strahlung angeregt werden konnen, im ange- 
regten Zustand befinden. Das von ihnen emittierte 
Fluoreszenzlicht wird durch konfokale Abbildung mittels 
einer Lochblende in einer Einzelphotonen-MeEvorrichtung 
registriert, so daS nur ein kleines Volumenelement des 
langen Lichtkegels gemessen wird. Wandert ein Molekiil 
durch Diffusion in das Volumenelement hinein, so wird es 
solange angeregt und uberdas emittierte Licht gemessen, 
wie es in dem MeSvolumenelement verbleibt . Die durch- 
schnittliche Auf enthaltsdauer ist charakteristisch fur 
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die Grdtee und Form eines Molekuls, eines Molekiilkomplexes 
oder einer Zelle. 

Durch Korrelationsspektroskopie lassen sich auf diese 
Weise Molekiile unterschiedlicher Konzentration voneinan- 
der unterscheiden bzw. nebeneinander zahlen. Auf diese 
Weise lassen sich beispielsweise Bindekonstanten von Kom- 
plexbildungen vori beispielsweise Rezeptor/Liganden- 
Wechselwirkungen bestimmen oder kinetische Konstanten, 
wie Zerf allsraten solcher Komplexe. Die Methode ergibt 
dann optimale Ergebnisse, wenn sich pro Zeiteinheit be- 
sonders wenige Molekiile mit Fluoreszenzeigenschaf t in dem 
Volumenelement befinden. Dies gilt fur Konzentrationen im 
Bereich lCT 9 und kleiner. Umgekehrt allerdings ergibt 
sich das Problem, daS eine Komplexbildung mit einem zwei- 
ten Reaktanden nicht schneller als mit lOVs ablauft. Fur 
aquimolare Konzentrationen von zwei Reaktionspartnem mit 
1CT 9 M bedeutet dies eine Reaktionszeit von mehr als 
einer Minute. Eine Verkurzung der Reaktionszeit kann da- 
durch erreicht werden, da£ z.B. der Fluoreszenz-markierte 
Reaktand im UberschuS eingesetzt wird. Bei einer Reaktan- 
denkonzentration von 10" s Molar lassen sich auf diese 
Weise nach Minuten der Reaktionszeit Komplexe mit Target - 
molekulen nachweisen, die 10" 12 M konzentriert sind. Bei 
niedrigeren Konzentrationen werden die Signal/Signalver- 
haltnisse von Komplex und freiem Liganden zu groS, urn zu- 
verlassige Konzentrationsmessungen zu erlauben. Ein wei- 
teres experiment elles Problem ergibt sich, wenn die Bin- 
dekonstante eines zu messenden Komplexes nicht groS genug 
ist, urn mit Liganden-Konzentrationen von s 1CT S zu arbei- 
ten. Virusantigen, Nukleinsauren von Pathogenen oder be- 
stimmte Hormone mussen jedoch in Konzentrationen nachge- 
wiesen werden, die wesentlich kleiner als 1CT 9 M sind. 
Ein typisches Anwendungsf eld ist die Diagnostik von 
Tumorantigenen uber monoklonale Antikorper, die haufig 
eine niedrige Bindekonstante aufweisen, sowie eine nicht 
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uberma&ige Spezifitac bei der Unterscheidung der Tumor- 
antigene einer entdif f erenzierten Zelle von den Antigenen 
der jeweils ausdiff erenzierten Zelle. Die Kreuzkorrela- 
tion bei Verwendung von zwei unterschiedlichen Chromo- 
phoren erlaubt im oben diskutierten Sinne die Steigerung 
von Sensitivitat und Spezifitat. 

Es gilt dabei, experimentell mindestens drei Chromophor - 
tragende Molekule oder Molekiilkomplexe voneinander zu 
unterschieden: freien Liganden mit Chromophor 1, freien 
Liganden mit Chromophor 2, Komplex mit Chromophor 1, Kom- 
plex mit Chromophor 2 und Komplex mit Chromophor 1 und 
Chromophor 2. Nur derjenige Komplex, der sowohl Chromo- 
phor 1 als auch Chromophor 2 viber die gesamte Zeitspanne 
tragt, in der sich der Komplex im MeSvolumen befindet,ist 
indikativ fur ein nachzuweisendes Zielmolekul wie ein 
Tumorantigen oder ein Pathogen wie ein Virus oder eine 
zugehorige DNA oder RNA. 

Bei der Kreuzkorrelation werden nun die Signale von 
Chromophor 1 und Chromophor 2 korreliert. Nur wenn ein 
Molekulkomplex angeregt wird, indem in ein und demselben 
Zeitfenster, in dem sich der Molekulkomplex im MeSvolumen 
befindet, beide Chromophortypen nachgewiesen werden, wer- 
den diese Signale einem Komplex mit beiden Chromophoren 
zugeordnet . 

Wichtige Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Kreuz- 
korrelation sind: 

Der Abstand der Chromophore 1 und 2 auf dem Ziel- 
molekul muS klein sein gegenuber den Dimensionen 
des MeSvolumens, damit beide Farbstoffe innerhalb 
der MeSf ehlergrenzen gleichzeitig vom Anregungs- 
licht erfaSt werden, wenn sie in das MeSvolumen 
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eintreten und wieder austreten (Abstand im Komplex 
< 0,1 /zm) . 

Das Mefivolumen mu£ fur beide Farbstoffe gleichdi- 
mensioniert sein, damit beide Farbstoffe, wenn sie 
miteinander verbunden sind, im identischen Zeit- 
fenster mit dem jeweiligen Anregungslicht in Kon- 
takt stehen . 

Beide MeSvolumen miissen in den Me£f ehlergrenzen 
identische Raumkoordinaten haben. 

Die Aufgabe ist keinesfalls trivial zu losen. Ein Problem 
besteht beispielsweise darin, daE Licht unterschiedlicher 
Wellenlange bekanntermafien auf grund unterschiedlicher 
Brechungsindices unterschiedliche Abbildungsgrofien er- 
geben. Es ware jedoch fur die Messung fatal, wenn zwei 
Laser unterschiedlicher Wellenlange durch unterschied- 
liche Fokussierung unterschiedlich grofie Vclumenelemente 
ausleuchten wurden Oder, wenn unterschiedliche Mefivolu- 
mina bei der Registrierung auf dem Phot omul tiplier erfafit 
wurden . 

Erf indungsgemSS wird die Aufgabe geldst, indem entweder 
nur ein Laser mit einer Anregungswellenlange verwandt 
wird, verbunden mit dem Einsatz von zwei Farbstoffen, 
deren Anregungsspektren stark uberlappen, die jedoch in 
den sogenannten Stoke -Verschiebungen von mindestens zwei 
Emissionswellenlangen unterschieden werden konnen. Alter- 
nativ werden durch zwei unabhangige Laserlichtguellen 
Volumenelemente identischer Raumkoordinaten ausgeleuch- 
tet. Die Optik der konfokalen Abbildung ist in beiden 
Fallen zweckma£igerweise f arbkompensiert , d.h. fur beide 
Emissionswellenlangen korrigiert, damit fur beide Wellen- 
langen ein und dasselbe Raumelement ausgemessen wird. 

Erf indungsgemafi wird fur die Abbildung des Fluoreszenz- 
lichtes unterschiedlicher Wellenlange eine Mikroskop- 
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ubliche Abbildungsopt ik verwandt , die Licht unterschied- 
licher Wellenlange mit identischer Dimensionierung ab- 
bildet. Fur die Durchfuhrung des erf indungsgemaEen Ver- 
fahrens ist es jedoch auch von entscheidender Wichtig- 
keit, daS bei beiden Wellenlangen Raumelemente identi- 
scher Grofie, identischem Intensitatsprof il und identi- 
schen Raumkoordinaten ausgeleuchtet werden. Dies gelingt 
durch erf indungsgemaSe Verwendung einer Vorrichtung auf 
Seiten der Anregungsoptik , bei der beide Laserstrahlen 
vor Eintritt in die Probe vorf okussiert werden, wobei 
entweder zwei fest eingestellte Optiken mit unterschied- 
lichen Vergrofierungswerten eingesetzt werden, so da£ im 
Ergebnis beide Wellenlange mit gleicher Dimensionierung 
und Geometrie des Strahles vorf okussiert werden, oder 
wobei eine Vorrichtung mit einer fest eingestellten Vor- 
f okussierungsoptik verwendet wird, und zwar in Kombina- 
tion mit einem vari.ablen Strahlauf weiter fiir den zweiten 
Strahlengang, oder, indem fur beide Strahlengange varia- 
bel justierbare Strahlenauf weiter fur die Vorf okussierung 
eingesetzt werden. 

Die Vorrichtung ist zweckmaSigerweise als kompaktes Dop- 
pelmikroskop ausgebildet, dessen zwei zu zwei einander 
gegenuberliegenden Seiten des auszuleuchtenden Mefikompar- 
t iment s angeordnet en Ob j ekt ivl insenanordnungen ent 1 ang 
ihrer optischen Achsen verschiebbar sind. Die Optiken fur 
die einfallenden Licht strahlen und die von den Molekulen, 
Molekuikomplexen, Visikeln oder Zellen des Mefckomparti- 
ments ausgehenden Lichtstrahlen sind fur jede "Halfte" 
des Doppelmikroskops an zwei Seiten einer gemeinsamen 
Fuhrungs- bzw. Tragervorrichtung angeordnet. Die ankom- 
menden Lichtstrahlen werden jeweils iiber dichroitische 
Spiegel zu den Objektivlinsen hin abgelenkt. Die zuriick- 
kommenden Lichtstrahlen durchdringen geradlinig diese 
dichroitischen Spiegel, urn uber diverse optische Elemente 
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wie Linsen, konfokale Elemente und Fil tervorrichtungen 
auf einen Detektor zu treffen. 

ZweckmaSigerweise verlauft die optische Achse der auf die 
dichroitischen Spiegel auf tref f enden Lichtstrahlen recht- 
winklig zur Verschiebungsrichtung der beiden Objektivlin- 
sen. Die beiden Lichtstrahlen unterschiedlicher Wellen- 
lange treffen, eiriander uberlagert, auf hintereinander- 
liegende Spiegel, von denen der im Strahlengang erste ein 
dichroitischer Spiegel ist. Uber diesen dichroitischen 
Spiegel wird einer der beiden Lichtstrahlen abgelenkt, 
wahrend der andere diesen dichroitischen Spiegel gerad- 
linig durchdringt , urn uber den dahinter angeordneten 
Ref lexionsspiegel in die zum ersten Lichtstrahl entgegen- 
gesetzte Richtung abgelenkt zu werden. Die Ablenkungs- 
richtung beider Lichtstrahlen ist parallel zur Verschie- 
bungsrichtung der Objektivlinsen. Uber Reflexions- oder 
dichroitische Spiegel werden die abgelenkten Lichtstrah- 
len wiederum abgelenkt, urn die Optiken fur die ankommen- 
den Lichtstrahlen zu passieren. Dieser Aufbau der opti- 
schen Elemente des Doppelmikroskops hat den Vorteil, dafi 
die beiden Objektivlinsen zusammen mit den Optiken fur 
das auf das Mefikompartiment auftreffende und von diesem 
ausgehende Licht verfahren werden konnen, ohne daS die 
Lichterzeugungsguellen mitverfahren oder -verschoben 
werden mussen. Die Lichterzeugungsquellen, bei denen es 
sich insbesondere urn Laserguellen handelt, konnen ent- 
fernt vom Doppelmikroskop angeordnet sein; lediglich die 
Relativposition zwischen den Lichterzeugungsquellen und 
derjenigen Stelle des Doppelmikroskops, wo die beiden 
Lichtstrahlen iibereinandergelagert eingespeist werden, 
darf sich nicht verandern. 

Die Vorrichtung kann auch dann eingesetzt werden, wenn es 
notwendig ist, Fluoreszenzsignale aus dem MeSvolumen uber 
den gesamten Raumwinkel 4tt zu erfassen. Dies kann insbe- 
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sondere dann der Fall sein, wenn es darauf ankommt ( bei 
der Erfassung eines einzelnen Molekiils alle ausgesandten 
Photoen zu erfassen. In diesem Falle wurde die beschrie- 
bene Vorrichtung so verwendet, date mit nur einer An- 
regungswellenlange gearbeitet wird, jedoch beide 
Registrierungsoptiken gemeinsam den gesamten Raumwinkel 
47r erfassen . 

Die Figur 1 veranschaulicht einen Rezeptorassay auf zuge- 
horige Ef f ektormolekiile unter Verwendung Rezeptor-tragen- 
der Zellen, wobei die Rezeptoren spezifische Bindeeigen- 
schaften zu einem Liganden L aufweisen. Der Ligand wird 
mit einem erf indungsgemaSen Farbstoff marker versehen. Er- 
f indungsgemaS wird vorteilhaft das molare Verhaltnis und 
die Gesamtkonzentration von Rezeptoren und Ligand so 
gewahlt, daS ca. 50% der Rezeptoren beset zt sind und ca. 
5 0% der Liganden ungebunden bleiben. In der erf indungsge- 
maSen Analyse wird dies dadurch kenntlich, daS etwa die 
gleiche Anzahl emittierter Lichtsignale von Molekulen 
schneller Translationsdif fusion registriert werden, wie 
sie von Molekulen langsamer Translationsdif fusion re- 
gistriert werden (schematische Darstellung oben rechts; 
die linke Stufe entspricht dem freien Ligand, die rechte 
Stufe entspricht dem Rez ept or - gebundenen Liganden) . 

Bei Zusatz eines potentiellen Wirkstof f es zeigt eine Ver- 
schiebung des Gleichgewichtes eine Interaktion des frag- 
lichen Wirkstoffes mit der spezifischen Rezeptorbindung 
an. Im Falle eines antagonistischen Aktivators oder 
Blockers der Rezeptorf unktion wird eine Verdrangung des 
markierten Liganden beobachtet (das Signal entspricht nur 
dem des freien Liganden) . Das gleiche Signal kann erhal- 
ten werden, wenn eine allostere Wechselwirkung des Wirk- 
stoffes mit dem Rezeptor oder mit dem Liganden eine Bin- 
dung des markierten Liganden verhindert . 
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In entsprechender Weise kann ein potentieller Wirkstoff 
auch die Bindung eines Liganden an den Rezeptor verstar- 
ken, so daS vermehrt gebundener Ligand gemessen wird 
(rechts unten) . 

Der Assay kann auch dann durchgefuhrt werden, wenn die 
Zelle weitere Rezeptoren tragt, die nicht mit der spezi- 
fisch beobachteteh Reaktion interf erieren . 

Wenn sich das Gleichgewicht in einer Rezeptor-Erkennungs- 
reaktion nicht schnell einstellt, kann es vorteilhaft 
sein, markierten Ligand und potentiellen Wirkstoff 
gleichzeitig urn den Rezeptor kompetieren zu lassen. 

Die Figur 2 beschreibt den Einsatz potentiell unter- 
schiedlicher Rezeptoren auf unterschiedlichen Zellen, die 
jedoch moglicherweise einen definierten natiirlichen 
Liganden mit gleicher Spezifitat und Bindungsstarke er- 
kennen, jedoch verschiedene Signale weiterleiten . Es 
konnten potentielle Wirkstoffe von Interesse sein, diese 
Rezeptoren gezielt zu aktivieren oder zu blockieren. 
Dies kann durch Mutanten/Varianten des natiirlichen Wirk- 
stof fes geschehen, als auch durch strukturell nicht ver- 
wandte Wirkstoffe. 

Zunachst werden beispielsweise die Assays fur die ent- 
sprechenden Ziel -Rezeptoren getrennt durchgefuhrt. Dabei 
gelten die in der Legende zu Figur 1 genannten Regeln. 
Ein potentieller Wirkstoff wird vornehmlich daraufhin 
untersucht, ob er effektiv spezifisch mit einer der 
untersuchten Rezeptorbindungen interagiert und so unter- 
schiedliche Rezeptorf unktionen aufgetrennt werden konnen 
(mogliche Alternatives unten links) . Bei gleichgerichte- 
ter Beeinflussung konnen sich Mefiergebnisse wie unten 
rechts gezeigt einstellen. 
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Wie weiter unten an spezif ischen Beispielen detaillierter 
erlautert werden wird, zeichnen sich erf indungsgematee 
FCS-Assays insbesondere dadurch aus, daS sie nicht auf 
Antikorper-vermittelte Spezifitat beschrankt sind, sich 
fur molekulare, zellulare, Gewebe-basierende, Systeme in 
homogenen oder Festphasen-Assays gleichermaSen eignen, 
daS sie die Bestimmung thermodynamischer Parameter 
(Bindekonstanten) und kinetischer Parameter (Geschwindig- 
keitskonstanten) ermoglichen, dafi sie zerstorungsf rei die 
Untersuchung lebender Systeme erlauben (Zellkulturen, Ge- 
webe) und daS unspezif ische Wechselwirkungen mit Ober- 
flachen keine storende Rolle spielen, wenn in Losung ana- 
lysiert wird. 

5. Screening von pharmakologisch aktiven Substanzen liber 
die Bindung bekannfcer Fluoreszenz-markierter Liganden an 
unbekannte Rezeptoren, die sich auf Zellen oder natur- 
lichen oder kxinstlichen Vesikel-Strukturen befinden 
konnen 

Es gibt naturliche und chemisch synthetisierte Wirkstof fe 
mit pharmakologischer Wirksamkeit, deren Zielmolekiile 
nicht bekannt sind. Die Zielmolekiile konnen dabei extra - 
zellulare Molekule sein (z.B. Protease -Hemmer ) , Ober- 
f lachen-Membran-Rezeptoren (z.B, Insulin), losliche 
Rezeptoren als Mediatoren (Steroidhormon-bindende Rezep- 
toren) oder zellulare Strukturproteine oder Enzyme. 

Erf indungsgemaS la£t sich somit die aufierst wichtige 
Aufgabe losen, zu einem bekannten Wirkstof f das pharma^ 
kologisch wichtige Zielmolekul zu finden, zu charakte- 
risieren und gegebenenf alls zu praparieren: 

Orphan-Rezeptor-Suche 

Aufklarung pharmakologischer Wirkmechanismen 
Suche nach analogen Wirkstoffen 
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Suche und Dif f erenzierung unterschiedlicher Rezep- 
tormolekiile, vorzugsweise in dif f erenzierbaren bio- 
log i s chen Targets (unt erschiedli che Ze 1 Idi f f e r en - 
zierung, Tumor/non -Tumor, krankheit sassoziiert - 
nicht krankheitsassoziiert etc.). 

Pharmakokinetik 

Erf indungsgemafi lassen sich auch pharmakinetische 

Untersuchungen durchf uhren : 

nach verschiedenen Zeitintervallen nach Applikation 
eines bestimmten Wirkstof f es lassen sich Gewebepro- 
ben oder Korperf lussigkeiten in Kompetitionexperi- 
menten mit Farbstof f -markierter , frisch zugesetzter 
Vergleichssubstanz analysieren. 

Dif f erenzierung von Zielmolekiilen von Wirkstoffen iiber 
die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante des Komplexes 

Wenn ein Gemisch unterschiedlicher Wirkstof f-Rezeptorkom- 
plexe mit einem UberschuS an Farbstof f -markiertem Wirk- 
stof f versetzt wird, so wird annahernd jedes dissoziierte 
Wirkstof fmolekul durch Farbstof f-markiert en Wirkstof f 
ersetzt. Das Experiment kann wahlweise auch mit umgekehr- 
ter Markierung durchgefuhrt werden. Ein typisches Problem 
stellt beispielsweise die Analyse unterschiedlicher Zell- 
linien dar, um dif f erierende Rezeptoren zu detektieren 
(Beispiel : Tumor-Oberf lachenantigene , Protein-P bindende 
Rezeptortypen I, II, III) . Typischerweise ergibt sich ein 
Bild wie es in Fig. 19 dargestellt ist , wenn parallel 
viele Proben analysiert werden. Experiment ell werden 
erf indungsgemaE grofie Anzahlen von Analysen parallel 
und/oder wiederholend uber einen langen Zeitraum bei 
langsamen Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten analy- 
siert, indem die Bestimmung des Verhaltnisses aus anfang- 
lich gebundenem und dissoziiertem Wirkstoff iterativ in 
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alien Positionen nach festgelegten Zeit intervallen analy- 
siert wird. Fig. 19 enthalt eine schematische Darstellung 
der Ergebnisse. 

Auf diese Weise lassen sich beispielsweise unterschied- 
liche Rezeptoren oder antigene Determinanten bestimmen, 
die mit einem spezifischen Zielmolekul in ein und der- 
selben Probe oder" in unterschiedlichen Proben mit z.B. 
unterschiedlichen Zelltypen oder Dif f erenzieruncsstadien 
Komplexe unterschiedlicher thermodynamischer Stabilitat 
bilden, die sich bei haufig vergleichbaren GroSen fur 
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten (k R ) in Dissozia- 
tionsgeschwindigkeiten (k D ) dratisch unterscheiden . So 
lassen sich uber funktionale Assays biologische Leit- 
strukturen fur sogenannte "Orphan drugs" oder "Orphan 
receptors" nachweisen oder Mitglieder einer multif unktio- 
nalen Molekiilf amilien. 

In der praktischen Handhabung ergeben sich insbesondere 
dadurch Vorteile, daS das Arbeiten in homogener Losung 
eine fur die Routineanalytik im nM-Bereich sehr kurze 
Inkubationszeit erlaubt, die praktisch nicht mehr von 
Relevanz ist (Sekunden- bis Minutenbereich) , und daS 
umf angreiche Waschschritte oder Sekundarinkubationen ent- 
f alien . 

Als Probentrager werden bevorzugt Folien-Tragersysteme 
verwendet, mit denen es moglich ist, die flussige Probe 
beruhrungsf rei und somit kontaminationsf rei erfindungs- 
gemaS dicht an das Objektiv heranzuf uhren (Figur 3) . 

Die Figur 3 veranschaulicht die Verwendung von Trager- 
folien mit Vertief ungen, wie sie z.B. in den Fatentan- 
meldungen PCT/EP 89/01320, PCT/EP 89/01387, PCT/DE91/ 
0082, PCT/DE 91/00081, PCT/DE 91/00083, PCT/DE 91/00704 
beschrieben sind oder eingesetzt werden. Die Reaktions- 
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trager, die als Multi-Well-Folien bezeichnet werden, tra- 
gen Vertief ungen, die die Proben fur die erf indungsgemaSe 
FCS-Analyse aufnehmen konnen . Sie werden mit einer zwei- 
dimensional posit ionierbaren Folien-Auf nahme-Vorrichtung 
so gesteuert, daS der Boden der Probe- tragenden Vertie- 
fung dicht an das Objektiv gefuhrt wird, so daS das fliis- 
sige Probevolumen nicht weiter als ca. 100 - 1000 vom 
Objektivrand entfernt ist. H 2 0 ist das bevorzugte Medium 
zwischen Folie und Objektiv, auf das sich die Korrektur 
des Objektives vorzugsweise bezieht (siehe oben) . Die 
Folie ist optisch fur das Anregungslicht des Laser und 
das emittierte Licht klar und chemisch inert. In einer 
bevorzugten Vorgehensweise sind die Folien durch eine 
Deckfolie verschlossen . Folien mit einem Abstand der Ver- 
tief ungen, wie sie dem handelsublichen Mikrotitrations- 
format oder Okasaki- Format entsprechen, sind bevorzugt, 
da Pipettierautomaten fur diese Formate am Markt in 
groSer Zahl verfugbar sind. Folien als Reaktionstrager 
sind daruberhinaus wenig umweltbelastend, leicht zu ent- 
sorgen und im verschlossenen Zustand raumsparend archi- 
vierbar . 

6. Analyse ionischer Molekiile 

Geladene Molekiile (Kationen und Anionen) lassen sich spe- 
zif isch innerhalb des Mefikompartimentes des erf indungsge- 
mafien Verf ahrens durch Einsatz einer "elektrischen Falle 11 
analysieren. Dies kann z.B. dadurch geschehen, date ein 
molekularer FluS durch das Mefckompartiment induziert 
wird, wobei mit oder ohne Uberlagerung durch einen mecha- 
nisch induzierten FluS ein elektrisches Feld fur eine 
Konzentrierung bestimmter ionischer Molekiile im Beobach- 
tungskompartiment sorgt, bzw. ein einzelnes Molekul ge- 
richtet in das Kompartiment transportiert wird. Dies kann 
sowohl durch ein gleichgerichtetes Feld, z.B. zwischen 
den Austrittsenden zweier Kapillaren mit einer Feldstarke 



BNSDOCID: <WO 9416313A2_L> 



WO 94/16313 



PCT/EP94/00117 



- 37 - 

im Bereich von etwa 1 V/l fim erreicht werden. Es gelingt 
erf indungsgemaE auch, ein oder mehrere eingefangene Mole- 
kule im Beobacht ungskompart iment in einem elektrischen 
Wechselfeld oszillieren zu lassen, sobald es oder sie in 
dieses Volumenelement eingetreten sind (siehe unten) . 

Technische Beschreibung der erfindungsgemafien 

Vorrichtung 

7. Optik 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ist technisch mit einer 
qualitativ hochwertigen Mikroskopoptik bezuglich der 
Bildqualitat des Fokus durchf iihrbar . Insbesondere das 
Linsensystem vor dem Austritt des Anregungslichtes mufi 
chromatisch und spharisch korrigiert sein. Bevorzugt ein- 
gesetzt wird das System Neofluar der Firma Zeiss, Ober- 
kochen, Deutschland, mit hoher Apertur a 1,2 N.A fur den 
Einsatz mit und ohne Deckglas oder Trennfolie. Der 
Arbeitsabstand betragt 0,17-0,9 mm. Das Objektiv ist fur 
Wasser korrigiert und bietet bei maximalem Arbeitsabstand 
eine maximale Apertur. Olimmersionsobjektive sind 
schlechter geeignet. Die Lichtmenge wird erf indungsgemaE 
durch eine konfokale Lochblende in der Objektebene nach 
dem Mikroskopobjektiv begrenzt. 

8 . Laser-Lichtguelle 

Als Laser-Lichtquelle fur Wellenlangen von > 200 - 
1000 nm werden bevorzugt kontinuierliche Laser einge- 
setzt, insbesondere Laser des Typs Argon, Krypton, 
Helium-Neon, Helium- Cadmium, und modulierbare Diodenlaser 
(Rot- bis Inf rarot-Bereich) mit der Moglichkeit der je- 
weiligen Freguenzverdopplung . Erf indungsgemaE ist auch 
der Einsatz hochfrequent gepulster Laser von ^ 10 MHz 
moglich. 
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9. Laserintensitat 

Die Laserintensitat ist mit 0,5 mW bereits so stark, daS 
einige Prozent der Farbstof fmolekiile im Beobachtungsvolu- 
men angeregt sind. Mit einer Laserintensitat von 5 tnW 
betragt der prozentuale Anteil der angeregten Molekiile 
bereits 50 %. Eine weitere Steigerung der Laserleistung 
erscheint somit fur die Steigerung der Lichtausbeute 
nicht mehr sinnvoll. 

10 . Luminophor 

Als kopplungsf ahige Luminophore bzw. Fluoreszenzf arb- 
stoffe kommen eine groSe Reihe moglicher Farbstof fgrund- 
strukturen sowie Oligomere dieser Farbstof fe in Frage, 
wie sie seit langer Zeit fur f luoreszenzspektroskopische 
Nachweisverfahren eingesetzt werden. Bevorzugte Farbstof - 
fe sind solche, die entweder nicht selbst zu spezifischen 
und interferierenden Wechselwirkungen mit Zielmolekulen 
beitragen, oder wie in der P 42 34 086.1 vorgeschlagen 
(Henco et al . ) gezielt unter Ausnutzung spezifischer 
Bindeeigenschaften wie der Fahigkeit zur Nukleinsaure- 
Doppelstrang-Interkalation eingesetzt werden. 

Die eingesetzten Farbstoffe haben bevorzugt einen Ab- 
sorptionskoeffizienten zwischen etwa 30.000 und 100.000 
bei einer Quantenausbeute von 0,1 - l. 

Bewahrt haben sich z.B. Farbstoffe aus der Reihe der 
Coumarine oder Rhodamin B-Derivate mit hohem Anteil 
hydrophiler Reste zur Verhinderung hydrophober Wechsel- 
wirkungen oder Farbstoffe auf der Basis von Thiazol- 
Orange-Grundstrukturen mit der Fahigkeit der Interkala- 
tion in Doppel strange . 
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Fur das erf indungsgemaSe MeSverfahren ist die Resistenz 
der Farbstoffe gegen die Licht - induzierte Ausbleichung 
(Bleichstabilitat ) eine wichtige Eigenschaft. Sie ist 
allerdings, wie oben erwahnt, nicht mehr von uberragender 
Bedeutung fur die Durchfiihrung der Messung, da sich bei 
dem erf indungsgemaSen Einsatz sehr kleiner Mefivolumina 
die MeSzeiten urn GroSenordnungen verkurzt haben gegenuber 
ca. lOOOfach groSeren Mefikompartimenten . 

11. Bedeutung des Triplettzustandes 

Erf indungsgemafi bevorzugt sind Farbstoffe, die nicht zur 
Ausbildung von Triplett-Zustanden neigen. 

Bei der Auswahl der Farbstoffe ist es von grofier Wichtig- 
keit, solche Farbstoffe auszuwahlen, die eine sehr ge- 
ringe Tendenz haben, Triplett-Zustande auszubilden. Jeder 
eingenommene Triplett-Zustand erhoht die Wahrscheinlich- 
keit der chemischen Reaktion, liefert kein oder ein Sig- 
nal ungewunschter Wellenlange und verlangert den Zeitraum 
bis zur Bereitschaft , erneut in den Singulett-Zustand an- 
geregt zu werden. 

Werden als Markierung Farbstof f multimere eingesetzt, ins- 
besondere basierend auf hydrophilen Farbstof fen wie be- 
st immten Coumarin-Derivaten, so laSt sich die MeSzeit er- 
heblich verkiirzen. Die groEere Anzahl einzelner MeSwerte 
fuhrt dazu, daS weniger Ereignisse einer Molekulpassage 
durch das MeSelement verfolgt werden miissen, urn eine hin- 
reichende MeSgenauigkeit zu erhalten. 

12 * MeEkompartimente 

Die MeSkompartimente miissen gemaS der Figur 4 100 - 
1000 /xm an das Ausgangsobjektiv der Laser- fokussierenden 
Optik herangefuhrt werden. Dies geschieht im einfachsten 
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Falle durch einen am Objektiv selbst hangenden Tropfen, 
der die zu analysierenden Molekule enthalt. Eine solche 
Mefianordnung ist nur fur wenige Analysen einsetzbar, da 
hier die Kontaminationsgef ahr zwischen verschiedenen Pro- 
ben grofe ist. Einsetzbar sind Techniken vergleichbar 
denen der konventionellen Mikroskopie mit Deckglas und 
6l immersion. Das erf indungsgemafie Verfahren benutzt Was- 
serimmersion und sehr diinne Glas- oder Kunststof f olien, 
urn die waSrige Probe von der Optik zu trennen. Die Folien 
konnen gleichzeitig zum VerschluS der darunterliegenden 
Kompartimente in Form flachiger Trager oder in Form von 
Kapillaren dienen. 

Fur die Anwendung zum Screening grofier Probenzahlen, wie 
sie sich bei Experimenten zur evolutiven Optimierung von 
Biopolymeren ergeben, werden auch Membranen eingesetzt, 
die zur Probenseite gerichtet chemisch modifiziert sind. 
Bevorzugte Modif izierungen sind Oberf lachenstrukturen mit 
spezifischen Bindungseigenschaf ten wie z.B. Ionenaus- 
tauschereigenschaf t zur Fixierung von Nukleinsauren und/ 
oder spezifischen Bindeeigenschaf ten gegenuber Proteinen 
wie Antikorperbeschichtung oder die Beschichtung mit 
Chelatbildnern, insbesondere NTA (Nitrilotriessigsaure) 
oder IDA (Iminodiessigsaure) zur gezielten Fixierung 
rekombinanter Proteine oder Peptide mit bindenden 
Oligopeptiden wie (His) 6 , die mit hohen Bindungskonstan- 
ten (k ass ;> 10 10 ) uber Metallchelate an Oberflachen 
gebunden werden konnen, urn sie auf ihre jeweiligen 
Wechselwirkungseigenschaften mit Zielstrukturen zu analy- 
sieren. 

13. Molektilfalle 

Eine andere Moglichkeit zur beschriebenen Erfassung ein- 
zelner Molekule in kleinen Volumenelementen besteht in 
dem erf indungsgemaSen Einsatz einer Molektilfalle unter 
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Zuhilfenahme eines elektrischen Feldes, die spater be- 
schrieben werden soil. Diese Analyse kann allerdings nur 
auf Molekule, die mit dem elektrischen Feld in Wechsel- 
wirkung treten, wie ionisierte Molekule angewendet 
werden . 

14 . Registrierung 

Die Registrierung der MeEsignale erfolgt vorzugsweise 
uber die Optik eines Fluoreszenzmikroskopes mit Einzel- 
photonenzahlung, wobei bevorzugt ein Lawinendiodendetek- 
tor zum Einsatz kommt . Bewahrt hat sich z.B. der Einsatz 
des SPC-100 und SPC-200 des Herstellers EG & G. Die Sig- 
nalanalyse erfolgt mit einem digitalen Korrelator oder 
Vielkanalzahler MCS . * 

Verfahren und Applikation 

15. Charakterisiearung von Molekiihlen 

Die Korrelationsmethode gibt direkt AufschluS uber drei 
charakteristische MolekiilgroSen , die Anzahl (N) , den 
Translationsdif fusionskoef f izienten D t und den Rotations - 
dif fusionskoef f izienten D r . Beide sind eine Funktion der 
MolekulgroSe und -gestalt (d.h. Radius, Form und Volumen) 
und geben AufschluS uber Veranderung des Molekuls z.B. 
durch enzymatische Spaltung oder Komplexierung mit 
anderen Liganden etc. Da die Messung der zur Diffusion 
korrelierten Dif f usionszeiten erf indungsgemafi schnell und 
empfindlich durchgefuhrt werden kann, la£t sich die 
Methode zur Analyse der MolektilgroSen und ihrer Vertei- 
lung in einer Population in Losung ohne die Notwendigkeit 
einer chromatographischen Auftrennung verwenden. 

16. Bestixnmung von Bindungskons tant en 
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Wie R . Rigler gezeigt hat, ergibt die Analyse der Korre- 
lationsfunktion fur miteinander reagierende Molekiile, daS 
durch Messung der Molekul zahl N und der Gewichtsf aktoren 
der charakteristischen Dif f usionszeiten die Wechselwir- 
kung bestimmt werden kann. Fur den Fall, da£ der Wert der 
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante langsamer als die 
Dif f usionszeit ist, was immer bei spezifischen Reaktionen 
der Fall sein wird, ist die Korrelationsf unktion durch 
die Summe der gewichteten Dif f usionszeiten gegeben : 

G(t) = l+l/Ntxll+t/Tj-^yd+t/Ty)- 1 ) 

wobei x, y und t x , T y der Anteil und Dif f usionszeiten von 
Molekul X und Y sind. t = a> 2 /D. o> ist der Radius des Pro- 
benvolumens und D die Dif fusionskonstante . 

Fur den Fall, dafi Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 
schneller als die Dif f usionszeiten sind, wird die Korre- 
lationsf unktion 

G(t)= l+l/N(l+4<D>t/o) 2 )* 1 

wobei <D>=xD x + yD y ist. 

Sind D x und D y verschieden, so kann auf einfache Weise 
ohne molekulare Trennverf ahren, wie sie in sog. inhomo- 
genen Assays ublich sind, die Bindung von einem (kleinen) 
Liganden an ein groSes Zielmolekiil als Rezeptor (Protein, 
Nukleinsaure, Antikorper) verfolgt werden. Entsprechende 
Zusammenhange lassen sich auch fur die Rotationsdif f u- 
sionskoef f izienten bzw. Rotationsdiff usionszeiten ablei- 
ten. Die hohe MeSempf indlichkeit tibersteigt Radioisotope 
Methoden, wie sie aus den Techniken der Radioimmunoassays 
(RIA) bekannt sind. Diese sind nur bei Markierung mit 
hoher spez. Radioaktivitat gleichwertig . Molekul -Trenn- 
verfahren und aufwendige Kalibrierung entfallen bei der 
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erf indungsgemaSen Durchf uhrung . Die Korrelationsmethode 
stellt somit eine Alternative zum heute verwendeten 
Radioimmunassay dar. Entsprechend der oben beschriebenen 
Technik wird anstelle des radioaktiv markierten Antigen- 
Reagens ein f luoreszenzmarkiertes Antigen eingesetzt, 
dessen Bindung an einen Antikcrper in homogener Phase 
oder inhomogener Phase (Festphasen-gekoppelt ) in Kompeti- 
tion mit dem zu bestimmenden Antigen analysiert wird, Ein 
Vorteil des erf indungsgemafcen Verfahrens beruht darauf , 
daS auf unerwiinschte Radioaktivitat bei gleichzeitiger 
Erhorung der Sensitivitat der MeSmethode verzichtet 
werden kann . 

17. Enzymatische Reaktionsprodukte 

Dort, wo enzymatische Katalyse zu einer Veranderung der 
Molekulstruktur und des Molekulgewichtes fuhrt, la£t sich 
die Entstehung von Reaktionsprodukten uber die Verande- 
rung der Molekulzahl und Dif f usionszeiten verfolgen. 
Typische Anwendungen sind Replikation und Spaltung von 
Nukleinsauren, Spaltung von Proteinen und Peptiden, aber 
auch die Selektion katalytischer Antikorper. 
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18. Molekiildynamik in Membranen und Zellen 

Die Moglichkeit, die Rotationsdif fusion grofier Molekule 
in viskoser Umgebung durch die FCS-Methode zu messen, ist 
von besonderer Bedeutung fur die Analyse der Dynamik spe- 
zifischer Rezeptoren an Zelloberf lachen, aber auch im 
Zellinneren. Gleichzeitig laSt sich die Bindung markier- 
ter Liganden durch Messung von Rotationsdif fusion und 
Translationsdif fusion an Zellstrukturen, wie Rezeptoren 
u.a. messen. Beispiele hierfur sind Neurotransmitter, 
Gewebef aktoren wie Wachstumshormone , aber auch kationi- 
sche Liganden wie Ca 2+ . 

Das erf indungsgemafie Verfahren kann auch unter Beteili- 
gung nicht oder sehr langsam f luktuierender Molekule 
durchgefuhrt werden. Dies ist beispielsweise dann ge- 
geben, wenn in hochviskosen Medien gemessen wird, in Gel- 
Matrizes oder Gewebeverbanden, unter Verwendung fester 
Phasen oder unter Beteiligung sehr groSer Molekul-Kom- 
plexe oder Zellen. 

Uberraschenderweise lassen sich Zellen trotz ihrer grofien 
Masse noch in einer wafirigen Suspension vermessen. 
Brown' sche Bewegung und Turbulenzen sind hinreichend 
groJS, um z.B. ein Membran- Segment mit ihren Rezeptoren in 
das MeSvolumen hinein und wieder hinauszubewegen, ohne 
daS es zu storenden Ausbleicherscheinungen der Farbstof f - 
marker kommt. Die schematische Figur 5 stellt die erfin- 
dungsgemaSe Messung nahezu stationarer Molekule dar. Sie 
konnen sich z.B. wie durch das Rechteck angedeutet als 
Membranrezeptoren auf einer immobilisierten Zelle (Recht- 
eck) befinden. Das Koordinatenkreuz veranschau licht die 
erf indungsgemaSe Analyse auch nicht -f luktuierender Mole- 
kule durch erzwungene relative Bewegung des MeEvolumens 
gegemiber dem stationaren Element. Dies kann durch eine 
relative Veranderung der Laserkoordinaten, der Koordina- 
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ten des MeEvolumens oder der Koordinaten des Probenvolu- 
mens oder einer Kombination daraus geschehen. 

Bei stark eingeschrankter Fluktuation oder bei stationar 
gebundenen Farbstof f markern muS erf indungsgemaE eine 
Fluktuation gegeniiber dem MeSvolumen erzwungen werden. 
Dies gelingt durch erzwungene Bewegung des Proben- und 
des darin enthaltenen MeSvolumens (z.B. Vibration, Flufi) 
und/oder eine kontinuierliche oder diskontinuierliche 
Veranderung der Ortskoordinaten des MeSvolumen innerhalb 
des Probenvolutnens . Dies geschieht vorzugsweise durch 
eine Veranderung des Fokus und/oder durch eine Verande- 
rung der Position des ausgeleuchteten Volumenelementes . 
Im speziellen Fall eines ortsfesten Markermolekuls be- 
stimmt ausschlieElich die so erzwungene relative Bewegung 
gegeniiber den Ortskoordinaten des MeSelementes die 
"scheinbare" Translationsdif fusion des gebundenen Farb- 
stof fes. Urn eine Diskriminierung von Farbstof fmolekiilen 
zu erreichen, die an nicht ortsfeste Molekule gekoppelt 
sind, muS die erzwungene relative Bewegung langsamer 
sein, als die der nicht ortsfesten Molekule. 

Die beschriebene erf indungsgemafie Vorgehensweise ist dann 
moglich, wenn die Zeit der Translationsdif fusion des 
langsam dif f undierenden Komplexes fur die Analyse nicht 
von Interesse ist, sondern nur die absolute oder relative 
Anzahl der damit verknupften Farbstof f marker . Dies ist 
z.B. bei der Bestimmung von Rezeptor-Bindungskonstanten 
an Zellkulturen oder in Geweben der Fall . 

Die erf indungsgemaSe Methode erlaubt in besonders vor- 
teilhafter Weise die Messung von Molekul- und/oder Zell- 
Mobilitaten. Derartige Bestimmungen sind technisch, bio- 
logisch und medizinisch von grofiem Interesse und haufig 
nur durch technische Spezial-Methoden moglich, die keine 
weite Verbreitung gefunden haben. Als ausgewahlte erfin- 
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dungsgemafie Beispiele seien genannt , die Mobilitatsbe- 
stimmung von Spermien zur Fertilitatsbestimmung , die 
Beweglichkeit von Makrophagen, die Aktivitat kontraktiler 
Element e, die Beweglichkeit von Membranproteinen in 
natiirlichen oder kunstlichen Membranen, die Beweglichkeit 
passiv oder aktiv transportierter Molekiile. Dies ge- 
schieht in bevorzugter Weise durch Markierung der 
interessierenden Zellen, Molekulkomplexe oder Molekiile 
durch spezifische Farbstof f -markierte Liganden wie 
markierte Antikorper oder Antikorper-Derivate oder durch 
direkte Markierung mit einem Farbstof f marker . 

Ein entscheidender Vorteil der erf indungsgemafcen Vor- 
gehensweise ist die Moglichkeit des Screenings von 
pharmakologisch aktiven Substanzen uber die Bindung 
bekannter Fluoreszenz-markierter Liganden an an sich 
unbekannte Rezeptoren, die sich auf Zellen oder natiir- 
lichen oder kunstlichen Vesikel-Strukturen befinden kon- 
nen. Gegenwartig ist es eine bevorzugte Forschungsrich- 
tung bei der Suche nach Rezeptor-bindenden Wirkstoffen, 
zunachst bestimmte Rezeptoren wie die Familie der 
Protein-Kinase Rezeptoren zu klonieren und gesondert zu 
exprimieren. Diese Zielstrukturen werden sodann indivi- 
duell z-B. in ELISA-Platten immobilisiert und im Rahmen 
von ELISA-Assays analysiert. Hierzu ist ein betracht- 
licher Forschungs- und Personalauf wand notwendig, wobei 
noch die Gefahr hinzukommt, daE ein klonierter und iso- 
liert exprimierter Rezeptor seine Funktionalitat oder 
Spezifitat verandert oder einbii£t. 

Gemafi Fig. 1, 2) ist es im erf indungsgemaSen Falle mog- 
lich, auf die Klonierung von Rezeptoren vollstandig zu 
verzichten. Es lassen sich Zellen oder Zellf ragmente 
naturlicher Zellen oder klonierter Zellen einsetzen, da 
Rezeptoren nur in Konzentrationen, deren Werte im Bereich 
der reziproken Bindekonstante fur die spezifische Ligan- 
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denwechselwirkung liegen, eingesetzt werden mussen . Damit 
ist auch die Gefahr unspezif ischer Wechselwirkungen mit 
anderen Liganden oder Rezeptoren unterdruckt, die bei 
hohen Konzentrationen von Reaktanden auftreten konnen. 
Somit stort die Anwesenheit anderer Rezeptoren den Assay 
nicht . 

Werden verschiedeiie Zellen/Zellinien in einem Assay mit 
einem einzigen markierten Liganden-Typ eingesetzt, lassen 
sich unter Umstanden auch iiber Kompetition mit Mutanten 
bzw. Variant en des bindenden Liganden Unterschiede im 
funktionalen Verhalten der Rezeptoren unterscheiden. Eine 
dif f erenzierte Rezeptorfunktion scheint gegeniiber ein und 
demselben Ef f ektor in unterschiedlichen Geweben ein nicht 
seltener Regulationsmechanismus 211 sein (z.B. TNF, 
Kinine) (siehe Fig. 2) . Pharmakologisch kann dieser 
Ef f ekt durch Einsatz selektiver Ligandenvarianten genutzt 
werden, die nur einen Rezeptortyp erkennen. 

Die Fign. 26 bis 28 zeigen den erf indungsgemafien Einsatz 
der FCS-Methode 

(i) zur Bestimmung des Assoziationsverhaltens eines 
Fluoreszenz-markierten Liganden an einen Rezeptor 
der aufieren Zellmembran, 

(ii) der Unterscheidung von gebundenem und freiem 
Liganden und/oder 

(iii) der Messung der Liganden-Beweglichkeit im Falle 
des Durchtritts in das Cytosol . 

Die Alternativen (i) bis (iii) zusammengenommen sind ein 
Beispiel fur den erf indungsgemaSen Einsatz der Methode im 
dynamischen Laserscanning-Mikroskop, mit dem es unter 
anderem gelingt, eine raumliche Abbildung der Beweglich- 
keit einer markierten Molekulsorte darzustellen . Aufgrund 
der so erhaltenen Konzentrationsverteilung eines bestimm- 
ten Molekuls lassen sich Ruckschlusse auf die Lokalisa- 
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tion dieses Molekuls Ziehen. Die Methode erlaubt eben- 
falls eine Beurteilung des molekularen Zustands in den 
jeweiligen Zell- oder Gewebekompartimenten, wie z.B. die 
Assoziation mit kompartimentierten Zielmolekulen (z.B. 
sense/antisense-Wechselwirkungen mit Virusnukleinsauren) . 

(i) bis (iii) sind am Beispiel des humanen epidermalen 
Wachstumsfaktors (EGF ) mit einem zellgebundenen Rezeptor 

(EGF-Rezeptor) aus der Ratte dargestellt. Die EGF-Rezep- 
tor tragenden Zellen sind NBD2 Rattenblasenzellen, die 
aus entsprechendem Tumorgewebe abgeleitet wurden. Die 
Zellen sind oberf lachenf ixiert auf Petrischalen im PBS- 
Puffer (Phosphor-buffered Saline). Sie wurden zuvor in 
Standardmedium geziichtet bis zum Erreichen eines kon- 
fluenten Monolayer. Das Medium enthalt EGF, das mit 
Tetramethylrhodamin markiert war. Zur Anregung wurde 
Laserlicht der Wellenlange 500 nm eines Argon-Laser 
(0,5 mw) gewahlt. Der freie EGF-Faktor besitzt einen 
Rotationsdiffusionskoeffizienten von T Dfrei = 0,145 ms. 
Seine Konzentration betragt 6 nM. Die Fig. 26a gibt die 
Autokorrelationsfunktion des freien EGF wieder. 

Nach einer 30-minutigen Inkubation mit der Monolayer- 
Zellschicht ergibt sich die Autokorrelationsfunktion 
gemaS Fig. 26b fur den Fall, da£ das MeSvolumen den 
Bereich der aufieren Zellmembran umfaSt (s. auch Fig. 5 ) . 
88 % des mefitechnisch erfaSten Liganden befindet sich im 
rezeptorgebundenen Komplex mit der zugehorigen Diffu- 
sionszeit T Mottplex = 14,54 ms. Diese Zeit ist eine Grofie 
fur die Diffusion des Rezeptors in der Zellmembran. 12 % 
des Liganden werden mit der Dif f usionszeit r Dfre . = o 14 5 
ms erfafit. Es befindet sich ca. ein EGF-Rezeptor' in einem 
Raumelement . Die zugehdrige Membranoberf lache betragt 0,5 
x 10- 8 cm 2 . Nach 3 0-minutigem Waschen ergibt sich die in 
der Fig. 26c dargestellte Autokorrelationsfunktion, aus 
der sich folgendes ablesen laEt: ca. 0,5 EGF-Rezeptoren 
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pro MeSvolumen halten noch den Liganden mit hoher Af f ini- 
tat gebunden. 

Liegt das FCS-MeSvolumen zum zumindest iiberwiegenden An- 
teil im Cytosol einer Zelle, so erhalt man die Fig. 27 

(EGF im Cytosol) . 38 % des internalisierten EGF ist in 
seiner Beweglichkeit gehindert (sei es durch Bindung an 
Rezeptoren oder durch EinfluS eines viskosen Milieus) 

(Dif fusionszeit r = 3,3 ms) , 62 % des EGF weist eine 
Beweglichkeit wie diejenige des freien Faktors auf . 

Die Fig. 28a zeigt die Wechselwirkung eines DNA-Oligo- 
nukleotids der Sequenz M13/pUC (-21) Primer (5'- 
TGACCGGCAGCAAAATGT-3 ' ) mit einer viralen Einzelstrang-DNA 
des Bakteriophagen M13, die die entsprechende Gegen- 
sequenz enthalt. Das Oligonukleotid ist an der Position 
5'-C € mit Bodipy (Molecular Probes) markiert . Es wurde 
erf indungsgemaS ein zeitlicher Verlauf der Assoziations- 
reaktion in Losung bei 40 °C gemessen. Die Losung ent- 
hielt 50 nM Oligonukleotid, 50 nM M13mpl8 ( + ) DNA in 10 
nM Tris-Puffer, pH 7,5 und 0,18 M Natriumchlorid. Die 
Varianz der zeitlich auf einanderf olgenden Autokorrela- 
tionsfunktionen zeigt die Kinetik der Assoziation. Die 
Autokorrelation wurde nach 0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 
64, 128, 192 und 256 Minuten bestimmt . Die Dif fusionszeit 
des freien Primers betragt 0,17 ms und in der Komplexbin- 
dung 2,9 ms. Die Fig. 2 9 zeigt den experiment ell ermit- 
telten Verlauf der Assoziation als %-Anteil des Primers 
im assoziierten Komplex. Es ergibt sich eine Reassozia- 
tionsrate von 0,07 min* 1 . 

Die Fig. 28b zeigt das Beispiel der Autokorrelation der 
markierten Primer-DNA. Die Fig. 28c zeigt die Autokorre- 
lationsfunktion eines Gemisches von freiem und M13 DNA 
gebundendem Primer. 
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Zellen eines MeSkompartimentes konnen in situ und weit- 
gehend zerstorungsf rei analysiert werden. Dies ist be- 
sonders fur pharmakokinetische Untersuchungen von Rele- 



vanz 



19. Kinetische Reaktionsparameter 

Die Moglichkeit, ' Dif fusionszeiten in Bruchteilen von 
Sekunden zu bestimmen, erlaubt die kinetische Wechsel- 
wirkung zweier Molekule mit hohen Assoziationskonstanten 
zu analysieren und Rekombinations- und Dissoziationsge- 
schwindigkeitskonstanten zu bestimmen. Dies ist von be- 
sonderem Interesse fur die Charakterisierung der Wechsel 
wirkungen hoher biologischer Spezif izitat , wie Antigen- 
Antikorper-, Ligand/Rezeptor-Wechselwirkung u.a. Die 
Analyse besonders langsamer Prozesse mit Konstanten bis 
10- 6 s" 1 ist ohne wei teres moglich, wegen des dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren innewohnenden Vorteils der Selbst- 
kalibrierung (Fig. 19) . 

20. Detektion einzelner Molekule 

Die hohe Empf indlichkeit der MeSmethode laSt die Beobach- 
tung einzelner Molekule in ihrer Bewegung durch min- 
destens einen detektierenden Laserstrahl zu. Durch die 
Benutzung von sogenannten "Molekultrichtern" in Form von 
speziellen Glaspipetten mit Offnungen von a 1 ^m lassen 
sich einzelne Molekule in einen Laserstrahl mit einem 
Durchmesser zwischen 1-5 m durch Flu* einbringen. Durch 
die Einwirkung elektrischer Felder wird die Brown' sche 
Molekularbewegung so stark eingeengt, daB jedes Molekiil 
das Intensitatsmaximum des Laserstrahls passiert. Die 
Anordnung der optischen Einheiten mit einander gegenuber 
gelegenen Detektoren und Immersionsoptik garantiert sehr 
guten PhotonenfluE und Detektionsgenauigkeit bzw. Detek- 
tionseffizienz der in alle Raumrichtungen emittierten 
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Lumineszenz (Figur 6) . Die Anordnung eignet sich zum Bei- 
spiel zur Analyse von Sequenzen einzelner DNA oder RNA- 
Molekule unter Zuhilf enahme exonukleolytischer Degrada- 
tion (J.H. Jett et al., US 4,962,037), aber auch zur Er- 
fassung einzelner mit Markierung und Ladung versehener 
Molekiile . 

21. Detektion einzelner Molekiile durch Einsatz elektri- 
scher Molekiilf alien im statischen Feld oder im Wechsel- 
f eld 

Einzelne ionisierte Molekiile lassen sich auch durch er- 
zwungene, gerichtete Translation im elektrischen Feld im 
Beobachtungsvolumenelement f esthalten . Alternativ lafit 
sich die einmalige oder wiederholte Translation durch das 
Volumenelement erzwingen. Dies geschieht bevorzugt in 
einer Anordnung, die in Figur € schematisch gezeigt ist . 
Ein FluS von Molekiilen durchlauft ein groSeres Proben- 
volumen in dessen Zentrum sich das Beobachtungsvolumen 
befindet. Durch ein elektrisches Feld, statisch oder als 
Wechselfeld, laEt sich die Wanderung geladener Molekiile 
durch das Beobachtungselement erzwingen. Damit lassen 
sich Molekiile quasi fokussieren. Diese "Molekiilf okussie- 
rung" ist dann von Bedeutung, wenn sich im Gesamt volumen- 
element nur ein oder wenige Molekiil (e) befinden, die es 
quantitativ zu erfassen gilt. 

Dazu wird bevorzugt das Probe nvo lumen als Mikrotropfen 
zwischen den Offnungen zweier Mikrokapillaren fixiert, 
wie sie von B. Sakmann und E. Neher beschrieben wurden. 
Die Kapillaren sind mit einer leitfahigen Metallschicht 
bedampft, bevorzugt Gold auf Chromgrundierung, die an den 
Offnungen der Kapillaren mit dem waSrigen Puf f ersystem in 
Kontakt stehen . Das MeSelement befindet sich innerhalb 
des Prcbentropf chens , wobei das Ausgangsobjektiv des Mik- 
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roskops mit dem Tropfen in direktem Kontakt steht oder 
durch eine Folie von dem Objektiv getrennt ist. 

1st ein einzelnes Molekul oder ein Molekiilkomplex nach 
dem Austritt aus dem Kapillarende einmal im Mefcelement 
erfaSt, lassen sich auch kinetische Daten erhalten. Es 
ist technisch nicht aufwendig, in dem kleinen Volumen- • 
element einen Feld- oder Temperatursprung zu realisieren. 
Wenn Reaktionskomplexe einen Wien-Effekt zeigen oder eine 
hinreichende Reaktionsenthalpie aufweisen, lassen sich 
diese Parameter in Relaxationsverf ahren nutzen, z.B zur 
Bestimmung von Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten. 

Das Prinzip der Einzel-Molekuldetektion mit einer trager- 
freien, elektrisch vermittelten Konzentration von gelade- 
nen Molekiilen wie z.B. Nukleinsauren im MeSvolumen ist 
von erheblicher Bedeutung bei der Analytik von Einzel- 
molekiilen in hochverdiinnten L6sungen. Dabei sind zwei 
Aspekte von herausragender Bedeutung: der erf indungsge- 
maSe aktive Transport eines oder weniger Molekule aus 
einem groSeren Probenvolumen von 10 - 1000 pi in das 
Mefivolumen von ca. 10- M l bedeutet eine Konzentrierung 
urn den Faktor 10 10 bis 10 12 (Fign. 20, 21). 

Ein Molekiil pro ml bedeutet eine Konzentration von ca. 
10-" M . Dies bedeutet bei einer beschriebenen Konzentrie- 
rung im Mefivolumen eine Endkonzentration von 10" 9 M. Da- 
mit lafit sich wie im Abschnitt DNA-Analytik beschrieben, 
eine Hybrid! sierung mit gleichzeitig auf konzentrierten, 
Farbstoff-markierten Sonden bei schnellen Reaktionsge- 
schwindigkeiten durchfuhren. 

Fur die Diagnostik bedeutet dies einen bemerkenswerten 
Fortschritt. Es lassen sich auf diese Weise Diagnosen 
bislang nicht realisierter Sensitivitat durchfuhren, 
ansbesondere unter Verzicht auf enzymatische Amplifi- 
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kationsverf ahren und der damit verbundenen Problematik 
wie der Kontaminationsgef ahr durch Amplif ikat ionsproduk- 
te. Dies ist fur die Bakterien und Virusdiagnostik von 
besonderer Bedeutung. 

Wenn sich die Viren oder Bakterien in verdunnten Losungen 
befinden und nicht durch einen groEen Uberschufi, eben- 
falls negativ geladener, Begleitnukleinsauren verunrei- 
nigt sind, kann die Analyse ohne vorherige Abtrennung 
kontaminierender Nukleinsaure erfolgen. Dies ist z.B. bei 
forensischen Analysen der Fall, wenn geringste Mengen 
biologischen Materials genetisch analysiert werden sol- 
len. In der klinischen Analytik ist dies bei 2ellfreien 
Uberstanden von Korperf liissigkeiten wie z.B. Sputum, Urin 
oder Plasma der Fall. 

Eine grofie Menge von Begleitnukleinsauren kann fur den 
KonzentrationsprozeS und die nachf olgende Hybridisierung 
storend seiri. Die Nukleinsaure laSt sich jedoch zuvor 
z.B. uber spezifische Hybridisierungsverf ahren an 
reichern. Dabei werden z.B. durch einen UberschuS von 
Festphasen-gekoppelten Gegenstrangsonden, die im molaren 
UberschuS angeboten werden und vorzugsweise nicht mit der 
Sonde homolog sind, bestimmte Nukleinsauren aus einem 
groSen Volumen extrahiert und so von kontaminierenden 
Begleitnukleinsauren getrennt. Nachf olgend werden die 
Nukleinsauren wieder freigesetzt, um sie erf indungsgemaS 
im MeSvolumen zu konzentrieren . 

Prinzipiell lassen sich auch andere Molekule mit Hilfe 
der erf indungsgemaSen elektrischen Falle im MeSvolumen 
konzentrieren. Bedingung ist ein spezifischer Ladungs- 
charakter des Zielmolekiils, der entweder wie im Falle der 
Nukleinsauren eine intrinsische Eigenschaf t der Molekule 
ist, oder eine Ladung, die durch Milieubedingungen etab- 
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liert wird oder eine Ladung die durch Reaktion mit einem 
bestimmten Liganden erzeugt wird. 

In einer erf indungsgemaS bevorzugten Verf ahrensweise kann 
die spezifische Parbstof f -markierte Sonde oder der mar- 
kierte Ligand bei nicht-Nukleinsaure-Nachweisreaktionen 
so konstruiert sein, daS die Nachweismolekiile nur dann 
durch Vermittlung 'des elektrischen Feldes in das MeSseg- 
tnent transportiert werden, wenn die spezifische Komplex- 
bildung bereits erfolgt ist. Dies geschieht erf indungsge- 
maS dadurch, daS die nicht-komplexierte Sonde ungeladen 
ist oder sogar eine entgegengesetzte Ladung aufweist in 
Hinblick auf das Zielmolekul und den im MeSvolumen anzu- 
reichernden Komplex aus Re zept or -Target und Ligand. 

Die Fig. 3 0 zeigt die Bewegung geladener Mokekule in 
einer Dipolfalle. Gezeigt sind Konzentrationschwankungen 
und Oszillationen negativ geladener Rhodamin-markierter 
dUTP Molekule in Wasser in einem laserbeleuchteten Volu- 
menelement bei einem oszillierenden elektrischen Feld 
einer Feldstarke von 10 kv/cm und einer Freguenz von 4 
Hz. Die optische Beobachtungsachse verlauft senkrecht zum 
Feldgradienten (s. Fig. 6). Der Ef f ekt der Konzentrierung 
der Molekule im MeSvolumen wird deutlich. Der Konzentrie- 
rungseffekt wird in dem Moment aufgehoben, wenn das Feld 
abgeschaltet wird und die Molekule per Diffusion das Be- 
obachtungsvolumenelement verlassen. Vergleichbare Resul- 
tate konnen erhalten werden durch gegenuberstehende 
Mikrokapillaren wie in Fig. 6 beschrieben. 

Die Fig. 31 zeigt Photonenschauer einzelner Rhodamin 6G- 
Molekule in Wasser. Als Photonenschauer ist die Summe der 
registrierten Photonen gemeint, die empfangen werden, 
wahrend sich das Molekiil im Gauss 'schen MeSvolumen befin- 
det. Damit ist die Moglichkeit einer zuverlassigen Detek- 
tion einzelner Molekule mit einem einzigen Chromophor be- 
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legt. Fig. 31a: 2,5 x 10" 11 M; Fig. 31b 4 x 10' 10 M. Die 
Kanalzeit war jeweils 4 x 10 s s = Dif f usionszeit ; 
Gauss ' sches Mefivolumen 0,24 fl. 

22. PNA (Protein-like nucleic acid) 

Erf indungsgemaS besonders geeignet sind Molekiile, deren 
Bindungsverhalten "an Nukleinsauren dadurch besonders fest 
ist, daS sie ungeladen sind oder sogar uber eine dem 
Phosphat-Riickgrat entgegengesetzte Ladung zu einer elekt- 
rostatischen Stabilisierung eines Komplexes beitragen. 
Molekiile, die zu einer Hybrilisierung fahig sind, miissen 
nicht unbedingt chemisch den Charakter einer Nukleinsaure 
haben. Es sind sogenannte PNA-Molekule beschrieben wor- 
den, die sich erf indungsgemaS besonders vorteilhaf t: ein- 
setzen lassen. 

Im Falle eines Nukleinsaure-Targets groSerer Kettenlange 
ist dies dadurch zu erreichen, daS die negative Uber- 
schuSladung des Zielmolekuls die elektrische Ladung und 
das elektrophoretische Trennverhalten bestimmt und z.B. 
eine entgegengesetzt Ladung eines Sondenmolekuls uber 
kompensiert. Auf diese Weise kann es erreicht werden, daS 
gezielt nach erfolgter Hybridisierung die komplexierten 
Zielmolekiile im Mefisegment konzentriert werden, wahrend 
der UberschuS der markierten Sondenmolekule aus dem Me£- 
segment entfernt wird. 

Das erf indungsgemafie Verfahren erlaubt beispielsweise 
auch den direkten Nachweis einzelner Viruspart ikel in 
einem Volumen von ca. 100 /il - 10 ml (das entspricht 10' 20 
— 10" 22 M) Serumf lussigkeit ohne enzymatische Nuklein- 
saure-Amplif ikationsverf ahren . 



BNSDOCID: <WO 9416313A2J_> 





WO 94/16313 



PCT/EP94/00117 



- 56 - 



Fur den hier als Beispiel dienenden positiven Nachweis 
auf Nukleinsaure-Basis aus Serumproben mussen vorzugs- 
weise die folgenden Voraussetzungen gegeben sein: 

Die genannte Menge Serumf lussigkeit mufi mindestens 
ein Virion mit fur eine Hybridisierung zuganglicher 
Nukleinsaure (DNA oder RNA) enthalten. 

Die Losung mu6 eine erf indungsgemafie hochspezi- 
fische Nukleinsaure-Sonde als Nachweisreagens mit 
Fluoreszenz-Markierung enthalten. Die Lange der 
Sonde mu£ so gewahlt werden, daS hohe Spezifitat 
bezuglich der Zielsequenz gewahrleistet ist, da im 
Serum moglicherweise im hohen molaren UberschuE 
RNA-Molekiile auftreten konnen. 

Bei der Wahl der Lange muS die Stabilitat der Bin- 
dung der Sonde an die komplementare RNA oder DNA 
berucksichtigt werden. Die Dissoziationsgeschwin- 
digkeit sollte moglichst unterhalb von 10" 5 sec" 1 
liegen. Das bedeutet, daS das Hybrid ca. einen Tag 
stabil bleibt, auch wenn die freien Sonden-Molekule 
entfernt sind, d.h. wenn das Gleichgewicht bei 
einer angenommenen Konzentration von 10" 20 M voll 
standig auf Seiten der dissoziierten Molekiile 
liegt. Dies geschieht erf indungsgemaS, wenn die 
freien Sonden spater durch Elektrophorese vorzugs- 
weise bis auf 10" 20 M ausgediinnt werden. 

Die Sonde muS bei der Hybridisierung in so hoher 
Konzentration vorhanden sein, daS Assoziation und 
Hybridisierung innerhalb von Sekunden bis Minuten 
erfolgen. Niedrige Konzentrationen konnen erf in- 
dungsgemaS eingesetzt werden, wenn dem Hybridisie- 
rungsmedium die unten diskutierten Substanzen zur 
Beschleunigung der Assoziation zugesetzt werden. 
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Die Sonde wird mit mindestens einem, vorzugsweise 
mehreren erf indungsgemaSen Fluoreszenz-Farbstof fen 
chemisch verkniipf t . Die elektrophoretische Beweg- 
lichkeit der freien Sonde sollte sich von der der 
komplexierten Sonde unterscheiden . Dies gelingt in 
einfacher Weise durch Ausnutzung von GroSenunter- 
schieden oder Unterschieden in der Konf ormat ion 
oder erf indungsgemaS durch den Einsatz von Sonden- 
derivaten mit modif iziertem, neutralem oder posi- 
tiven Ladungscharakter . 

Die erf indungsgemaSe Analyse erfolgt in der erfindungs- 
gemafi beanspruchten Apparatur durch Kombination mit einer 
speziellen elektrophoretischen Einheit, die in einer be- 
vorzugten Ausf iihrungsf orm beschrieben wird. 

Sie besteht aus einer Elektrophoresezelle mit Kapillar- 
ausfluS (Durchmesser ca. 10" 3 mm) und ist mit der erf in - 
dungsgemaSen Einzelmolekiil-Fluoreszenszapparatur (PCS) 
kombiniert . 

Die Abb. 12 beschreibt schematisch eine bevorzugte Aus- 
fuhrungsform einer Elektrophoresezelle- Sie enthalt (1) 
mindestens eine Offnung fur die Zugabe/Entnahme der zu 
analysierenden Probe und/oder einer Waschlosung; (2) 
Wand-Elektrode; (3) Ring-Elektrode ; (4) Neher-Kapillare ; 
(5) vergoldete Spitze als Elektrode; (6) Tropfen-Aus- 
tritt; (7) Laserstrahl . 

Die Elektrophoresezelle wird mit der MeSprobe gefiillt, 
der eine moglichst genau dosierte Primerlosung zugefugt 
ist. Zwischen Wand- und Ring-Elektrode wird z B. iiber 
einen Zeitschalter eine Spannung angelegt, die innerhalb 
von Minuten zu einer Konzentrierung von Sonde und Hybrid 
in der Ring-Elektrode f uhrt . Danach wird vorzugsweise 
- wiederum uber einen Zeitschalter zwischen Wand-Elektro- 



BNSDOCID: <WO 9416313A2_I_> 



WO 94/16313 



PCT/EP94/00117 



- 58 - 



de und Kapillarenspitze - eine Hochspannung angelegt . Die 
Lange der Kapillare sollte so bemessen sein, so daS nun- 
mehr aufgrund von Elektrophorese eine moglichst eindeu- 
tige Autrennung von freier Sonde und Hybrid erfolgt. Die 
freie Sonde sollte innerhalb einer Zeit an der Elektro- 
denspitze erscheinen, die deutlich verschieden ist von 
der Zeit, nach der der MeSimpuls des Hybrids eintrifft, 
so da£ zu diesem Zeitpunkt die Konzentration des ungebun- 
denen Primers genugend ausgedunnt ist. Die Losung tritt 
vorzugsweise als Tropfen aus, so dafi keine Ruckdif fusion 
stattfinden kann. Beide Zeiten: T s , nach der der Impuls 
der freien Sonde und T = , nach der der Impuls des Hybrids 
erscheint, sind moglichst festgelegt. Das Hybrid er- 
scheint in einem Mikrotropfen zu einer bestimmten Zeit 
und ist sogar als Einzeltnolekulf luoreszenz nachweisbar. 
Die optische Messung kann auch vor dem Austritt aus der 
Kapillare erfolgen. 

Der Nachweis von einzelnen Molekulen ist schwierig, wenn 
die Storsignale der freien Sonde zu stark sind. Einzel- 
molekule pro ml bedeutet 1CT 20 bis 1CT 22 M. Die Sonden- 
konzentration mu£ aber wegen der Reaktionszeiten fur die 
Assoziation bei etwa 10" 10 molar liegen. Fur diesen Fall 
gestattet die erf indungsgemaSe Kombination mit einer 
Elektrophorese eine sehr viel scharf ere Trennungsmoglich- 
keit als die beschriebene Dif f erenzmessung im nicht auf- 
getrennten Gemischt. Weiterhin erscheint das gegebenen- 
falls gebildete Hybrid zu einem genau berechenbaren Zeit- 
punkt in einem Volumen der GroEenordnung -s lcr 12 1, ist 
also fur die erf indungsgemaSe Methode gut nachweisbar. 
Die Fluoreszenz kann durch Wahl geeigneter Fluoreszenz- 
marker optimal gestaltet werden. 

23. Vorrichtung zur praparativeix Aussonderung gewiinsch- 
ter, markierter Komplexe im Sizine eines Einmolekul-Sor- 
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tierverfahrens mit oder ohne Kombination unit einer Mole- 
kxilfalle 

Im Falle, daS ein Molekul, Molekulkomplex , Virus oder 
Zelle durch FCS als gewunschtes Zielmolekiil erkannt ist, 
besteht die Moglichkeit der direkten praparativen An- 
reicherung. Dabei wird die Annahme zugrundegelegt , daS 
das jeweilige Molekul kurz nach der erfolgten Messung 
durch elektrophoretische Wandung sich zu einem definier- 
ten Zeitpunt an einem bestimmten Ort aufhalt und dort 
elektrophoretisch abgetrennt werden kann. 

Messung von Beweglichkeiten im elektrischen Feld, Lauf- 
zeitmessungen in der Kapillarelektrophorese, Laufzeit- 
korrelation, Sequenzierung 

Uber die Messung der Beweglichkeit von Molekiilen oder 
Molekulkomplexen im elektrischen Feld z.B. mit Verfahren 
der Kapillarelektrophorese lassen sich Aussagen iiber die 
Natur der Molekule gewinnen. So lassen sich beispiels- 
weise Aminosauren eines Proteins oder Peptids als Pro- 
dukte eines Edman-Abbaus mit f luoreszierendem Label uber 
diese elektrophoretische Beweglichkeit bestimmen. In den 
letzten Jahren hat die Sequenzanalyse von Peptiden und 
Proteinen vermehrt an Bedeutung gewonnen. Dabei war es 
ein entscheidender Durchbruch, analytische Mengen eines 
Proteins in Gasphasenanalysatoren, wie sie inzwischen 
kommerziell erhaltlich sind, durchzuf uhren . Die Proteine 
aus Einzelspots 2-dimensionaler Gele (o' Farrell-Gele ) 
lassen sich auf diese Weise sequenzieren . 

Die Methode konnte nochmals in ihrer Eff izienz entschei- 
dend gesteigert werden, wenn die analytische Bestimmung 
der Abbauprodukte in einer anschliefiend kapillarelektro- 
phoretischen Auswertung in ihrer Sensitivitat gesteigert 
werden konnte. Im Vergleich zu herkommlichen Detektions- 
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verfahren erlaubt die Peakbestimmung durch FCS in Kombi- 
nation mit der Lauf zeitbestimmung (Lauf zeitkorrelation) 
eine fiberraschend hoh * Sensitivitat. Damit reichen analy- 
txsche Mengen von Peptiden und Proteinen zu einer 
Sequenzbestimmung aus, wie sie durch kapillarelektropho- 
retische Verfahren gewonnen werden konnen. Als Ausgangs- 
mengen kann eine einzelne Zelle hinreichend sein, um fur 
exn darin enthaltenes Protein eine Sequenzanalyse durch- 
fuhren zu konnen. Andererseits erlaubt die Sensitivitat 
der Methode eine deutlich langere Seguenz der Struktur- 
aufklarung 2D-gelelektrophoretisch auf getrennter Pro- 
teine, Peptide oder Spaltprodukte . 

Eine enzymatische Amplif ikationsreaktion wie PCR kann 
diese Empfindlichkeiten nicht ohne erhebliche Zusatz- 
schrxtte erreichen. Die bekannte Problematik enzymati- 
scher Amplifikation bezuglich Kontaminationen mit hoch- 
verstarkten Produkten tritt bei den, erf indungsgemaSen 
Verfahren nicht auf. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren in Kombination mit Elek- 
trophorese ist nicht auf eine Anwendung fur Nukleinsauren 
beschrankt. Auch Proteine und Proteinkomplexe oder nie- 
dermolekulare chemische Ligangen konnen mit Ladungstra- 
gern ausgestattet warden, die eine erf indungsgemafce 
Analyse gestatten. Beispielsweise lassen sich negativ 
oder positiv geladene Oligopeptide an rekombinant herge- 
stellte Antikcrper koppeln, um sie unter nicht denaturie- 
renden Bedingungen einer Elektrophorese zu unterwerfen 
Damit lassen sich auch noch niedrigere Virustiter nach- 
-exsen, wenn beispielsweise Antigen-Analysen von Ober- 
flachen-Proteinen durchgefuhrt werden, die in gr0 £er Zahl 
pro Virion vorkommen oder sogar isoliert ins Serum sezer- 
niert werden. 
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Eine Variation der elektrischen Falle zur Detekcion von 
Einzelmolekvilen ist die Einfuhrung eines Quadrupols an- 
stelle eines Dipols. Durch Applikation eines VJechselfel- 
des in der Ebene des Quadrupols kann bei geeigneten Feld- 
starken ein geladenes Molekul an der thermischen Diffu- 
sion aus dem Bereich des Quadrupols gehindert werden. 
Werden dazu erf indungsgemafi noch zwei weitere Elektroden 
oberhalb und unterhalb des Quadrupols angeordnet (Sextu- 
pol) so werden geladene Molekiile nach Anlegen einer ge- 
eigneten Spannung zwischen den auSeren Sextupol-Elektro- 
den und dem mittleren Potential des Quadrupols in das 
Wechselfeld des Quadrupols driften und dort konzentriert 
werden. 

Es konnen die Sextupol -Elektroden durch metallisch be- 
schichtete Glasoberf lachen zwei Mikroskopobjektive ge- 
bildet werden. Halt sich ein einziges Molekul in dem 
Volumen des Sextupols von etwa 4 0 jxl auf , so entspricht 
das einer Konzentration von 4 x 1CT 20 M. Bei einer Span- 
nung von 100 V zwischen den Sextupol -Elektroden und der 
Quadrupol -Ebene (Abstand ca. 1 mm) driftet ein Nuklein- 
sauremolekul in etwa einer Sekunde in die Quadrupol - 
Ebene. Das jetzt in der Quadrupol- Ebene gehaltene Molekul 
befindet sich in einem Volumene lenient von ca. 6 f 1 , was 
einer Konzentration von ca. 2,5 x 10" 10 M und einer Kon- 
zentrationserhohung urn den Faktor 6,4 x 10 9 entspricht. 
Die Prasenz wird durch Bestimmung der Molekulzahl (N = 1) 
und der fur das Molekul charakteristischen Dif f usionszeit 
nachgewiesen . 

Die tatsachlich eingesetzten Spannungen und Spannungsdif - 
ferenzen im Quadrupol und/oder Sextupol hangen von den 
lonenstarken der Ana:iytenl6sung ab. 

Bei Anwendung eines ortsempf indlichen Detektors (Lawinen- 
Photo-Dioden-Detektor) , dessen verschiedene Elemente 



BNSDOCID: <WO 9416313A2_L> 



WO 94/16313 



- 62 



PCT/EP94/00117 



unterschiedliche Raumanteile oder Ouadrupol -Ebenen repra- 
sentieren, konnen durch eine Riickkoppelungsanordnung 
zwischen Detektorelementen und den Polen (Elektroden) des 
Quadrupeds die elektrischen Feldgradienten so angeordnet 
werden, dafi das Molekul immer von einer festen Stelle im 
Quadrupol gehalten wird. Die Position ist durch das je- 
weilige Detektorelement def iniert . 

24. Elektrische Falle 

ZweckmaSigerweise wird die oben angesprochene "elektri- 
sche Falle" dadurch realisiert, daS das Me£kompartiment 
zwischen zwei im wesentlichen gleich beabstandete positiv 
(negativ) geladene elektrische Pole (Elektroden) angeord- 
net wird, die auf einer gemeinsamen Achse angeordnet 
sind, welche sich durch das Mefikompartiment hindurch er- 
streckt. In der orthogonal zu dieser Achse angeordneten 
Ebene bef inden sich mindestens zwei und vorzugsweise vier 
Elektroden, zwischen denen sich ein elektrisches Wechsel- 
feld bildet. Die Elektroden sind einander gegeniiberlie- 
gend bzw. paarweise einander gegeniiberliegend angeordnet. 
An diese Elektroden wird ein rotierendes elektrisches 
Wechselfeld angelegt, in dem sich das oder die positiv 
(negativ) geladenen Molekule bef inden. Von einer Bewegung 
aus diesem Wechselfeld heraus werden die Molekule auf- 
grund der elektrischen Ladung der beiden orthogonal zum 
Wechselfeld angeordneten elektrischen Pole abgehalten. 
Bei Verwendung des bereits oben erwahnten und spater noch 
ausfuhrlicher zu beschreibenden Doppel -Mikroskops handelt 
es sich bei den elektrischen Polen vorzugsweise urn die 
Trager fur die einander gegeniiberliegenden Objektivlin- 
sen, in deren gemeinsamem Brennpunkt das MeSkompartiment 
angeordnet ist . 



Bei Verwendung der elektrischen Falle in der Routin 
analytik kommt es darauf an, daS ein Zielmolekulkompl 
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aus einem relativ groSen Probenvolumen (10 - 100 til) zur 
Beobachtung in das sehr kleine Mefivolumen gelangt. Um 
dies zu erreichen, wird erf indungsgemaS das geladene 
Zielmolekiil zweckmaEigerweise in einem grofien Potential - 
gradienten in ein Volumenelement mit Nullpotent ial ge- 
bracht, aus dem heraus oder in dem es sich durch Mehrpol- 
f elder, z.B. Quadrupolf elder steuern la£t, z.B. zur 
Fixierung im und/oder zur gesteuerten Bewegung durch 
MeSvolumina. Vorzugsweise geschieht dies in einer Kapil- 
lare von mehreren Millimetern oder Zentimetern Lange 
(Fign. 20,21) , die die Probe aufnimmt und an deren einem 
Ende eine Spannung von z.B. +100 (oder -100) V anliegt 
und an deren anderem Ende ein Potential von 0 V liegt. 
Die auf 0 V liegende Elektrode weist ein Pinhole auf, 
hinter dem sich auf niedrigem Spannungsniveau z.B. ein 
Quadrupol-Wechself eld bef indet (siehe Fig. 20). Zielmole- 
kule wandern entsprechend ihrer elektrophoretischen Be- 
weglichkeit m = ca. 10" 4 bis 10' 6 cm 2 /Vs schnell in das 
Pinhole ein und bewegen sich dann weiter in das geome- 
trisch dicht benachbarte Quadrupolf eld . Die Kapillare 
besteht dabei z.B. aus Glas oder Quarz, wenn es erwunscht 
ist, die elektrische Wanderung durch Effekte der Elektro- 
osmose zu uberlagern, wie es in der Kapillarelektrophore- 
se geschieht. Alternativ lassen sich Kapillaren z.B. aus 
Teflon mit ungeladenen Oberflachen verwenden, bei denen 
Effekte einer Elektroosmose weitgehend ausgeschlossen 
werden konnen. 

25. Fitness -Bestimmung von Variantenspektren ah grofien 
Probenkollektiven 

Im Rahmen evolutionarer Screening-Assays ist das erfin- 
dungsgemafie Verfahren zur Bestimmung der Bindung von 
Liganden an zu selektionierende Molekule (Proteine, Pep- 
tide, Nukleinsauren, Antikorper) geeignet . Die extreme 
MeSempf indlichkeit , die durch das Verfahren erreicht 
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wird, erlaubt insbesondere die Analyse von hcchspezi- 
fischen Wechselwirkungen, die z. B . von besonderem 
physiologischen oder biochemischen Interesse sind. Die 
Wechselwirkung wird durch Bindung eines Liganden oder 
markierten Liganden oder durch Kompetition des unmarkier- 
ten Liganden mit einem markierten Inhibitor gemessen. 
Somit lassen sich Fitnessbestimmungen an Variantenspek- 
tren vor allem bei* grofien Probenkollektiven durchfuhren. 



Als Fitness-Parameter gelten: 
Af f initatsparameter 
kinetische Parameter 
enzymatische Parameter 



unter bestimmten Milieubedingungen des Testes. 

26. Probentragersysteme fur Genotyp/Phanotyp-Koppltmgen 

Bei der erf indungsgemaSen Analyse und Bewertung groSer 
Probenkollektive phanotypischer Variant en ist es von ent- 
scheidender Bedeutung, dafi nachfolgend ein Zugriff auf 
den korrespondierenden Genotyp, z.B. das kodierende Plas- 
mid oder die kodierende mRNA erfolgen kann, urn den Evolu- 
tionsprozess weiterzufuhren. Dieses Problem ist keines- 
wegs trivial. Der Prozess ist umso erf olgreicher , je ge- 
zielter der Zugriff erfolgt, das heiSt, je praziser der 
entsprechende Genotyp prapariert werden kann, ohne ihn 
mit Sequenzen zu kontaminieren, die fur wertlose Phano- 
typen kodieren. 

27. Kiivetten 



Bei mittleren Probenzahlen (< 10.000) kann mit voneinan- 
der in fester raumlicher Trennung angeordneten Volumen- 
elementen gearbeitet werden, die im folgenden als Kiivet- 
ten bezeichnet werden. Dies konnen sowohl Teile eines 
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Foliensystems sein, vergleichbar denen, wie sie fur 
PCT/EP 89/01320, PCT/EP 8 9 /0 13 87 , PCT/DE 91/00082, PCT/DE 
91/00081, PCT/DE 91/00083, PCT/DE 91/00704 beschrieben 
worden sind, wobei einzelne Volumenelemente Proben in 
versiegelten Folienelementen enthalten. Aus den ver- 
schlossenerf Elementen lassen sich einmal identif izierte 
Phanotypen gemeinsam mit ihren kodierenden Genen oder.. 
mRNA-Transkripten " iiber direkten mechanischen Zugrif f 
isolieren. 

28. Mikrokoxnpartimentierung 

Die erf indungsgemafie Methodik der optischen Messung und 
Variantenbewertung in ultrakleinen Probenvolumina erlaubt 
auch sehr kleine Probenge saint volumina in Form einer 
Mikrokompartimentierung, die jedoch nicht in trivialer 
Weise handhabbar sind. Dies gilt sowohl fur die indivi- 
duelle Befiillung als auch fur die gezielte Entleerung der 
Kompartimente zur Preparation eines als posit iv identi- 
fizierten Genotyps . 

Mikrokompartimente konnen aus regularen und irregularen 
porosen Tragern aufgebaut sein wie aus parallel angeord- 
neten Kapillarelementen, wie sie in der Pat entanmel dung 
P 42 37 383.1 beschrieben sind, oder flachige Trager aus 
porosen Materialien wie Glas mit kontrollierten Poren 
oder Kapillaren, deren Volumenelemente innerhalb der 
Kapillare eindimensional voneinander separiert sind, 
jedoch paarweise miteinander in direktem Kontakt stehen. 

Eine besonders bevorzugte Form der Mikrokompartimentie- 
rung ist in der Figur 4 dargestellt. Unter einem optisch 
transparenten flachigen Trager werden die in einer zu 
analysierenden Probe vorhandenen Volumenelemente in Form 
rekombinanter oder naturlicher Zellen oder kunstlich 
vesikularer Elemente mit ihren jeweiligen Phanotypen und 
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Genotypen auf gebracht . In einer anderen Ausf iihrungsf orm 
werden Volumenelemente erst bei oder nach dem Auftragen 
auf den Trager erst el It . Besonders bevorzugt sind Gel- 
oder Vesikel-bildende Polymere, insbesondere Polymere auf 
der Basis thermoreversibler Strukturen wie Caprolactam- 
derivat- Polymere . 

Die Auftragung kahn zunachst aus homogener Losung mit 
nachf olgender Entmischung der Polymere unter Ausbildung 
getrennter wafiriger Volumenelemente erfolgen, oder durch 
Auftragung in Form mikrodisperser Tropf en mit Hilf e eines 
piezo-gesteuerten Mikrodispensers . 

Auf die beschriebene Weise la£t sich auch der Inhalt von 
Zellen analysieren. Beispielsweise lassen sich Zellen in 
den beschriebenen vesikularen Strukturen einschlieEen und 
spater bei hoheren Temperaturen lysieren. Dabei kommt es 
zu einer zumindest partiellen Vermischung von vesikular 
eingeschlossener Losung mit ihren reaktionsf Shigen Mole- 
kulen oder Molekiilkomplexen mit dem Inhalt der lysierten 
Zelle. Reaktionsf ahige Molekiile konnenz.B. Nukleinsaure- 
sonden, Enzyme oder Proteine sein, die mit zellularen 
Komponenten spezifische Wechselwirkungen oder Reaktionen 
eingehen, die mit der erf indungsgemafien FCS-Methodik 
nachweisbar und quant if izierbar sind. Diese Technik ist 
analog zu in situ-Hybridisierungen oder zellspezif ischen 
Proteinf arbungen zu sehen. 

Auch Trager zur gleichzeitigen Fixierung von Nuklein- 
sauren und den zu analysierenden phanotypischen Mole 
kuls trukturen, wie sie in der Anmeldung K.Henco et al . , 
DE 4 2 3 7 3 81.6 beschrieben sind, sind als bevorzugter 
Reaktionstrager geeignet, urn Genotyp/Phanotyp-Kopplung zu 
erreichen . 



BNSCK3CID: <WO 9416313A2J_> 





WO 94/16313 



PCT/EP94/00117 



- 67 - 



Selbstverstandlich lassen sich auch Trager einsetzen, wie 
sie von S. Fodor et al . im Rahmen der sogenannten 
AFFYMAX-Technologie eingesetzt werden, in der der Genotyp 
durch die x/y-Position auf dem Trager definiert ist . 

29. Photokennzeichnung selektierter Phanotypen 

Eine bevorzugte Moglichkeit der Adressierung und Kenn- 
zeichnung erf indungsgemafi selektierter Varianten in ihren 
jeweiligen Volumenelementen ist die photooptische Kenn- 
zeichnung der Position durch Verwendung der beschriebenen 
analytischen Optik (Figur 7) . Dies kann durch Einspiege- 
lung von Licht einer Wellenlange geschehen, mit der eine 
photoaktivierbare Beschichtung auf der Oberflache des 
Tragers angeregt werden kann, urn ein leicht erkennbares 
Reaktionsprodukt zu erzeugen, z.B. durch gezielte Verfar- 
bung. Das Lichtsignal wird aktiviert, wenn die Korrela- 
tions-Analyse eine bestimmte vordef inierte Wertigkeit des 
jeweils analysierten Volumenelenientes anzeigt . 

Dabei kann eine gangige photoreaktive Beschichtung einge- 
setzt werden. Es kann eine zusatzliche Lichtquelle einge- 
setzt werden, vorzugsweise ebenfalls eine Laserlicht- 
quelle, oder es kann der zur Analyse eingesetzte Laser 
verwandt werden. Eine Diskriminierung zwischen Messung 
und Kennzeichnung der Position durch Photoaktivierung 
kann z.B. durch Einsatz eines Frequenzverdopplers fur die 
Markierungsreaktion erreicht werden. Die x/y-Position ge- 
wiinschter Elemente kann auch uber eine elektronische 
Datenspeicherung erfaSt werden. 

Nach der Markierung der Positionen auf einem Trager laSt 
sich aus dem entsprechenden Volumenelement die gewunschte 
Nukleinsaure beispielsweise durch mechanischen Zugriff 
gewinnen. 
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30. Photoaktivierung selektierter Phanotypen und Geno- 
typen 

Als erf indungsgemafc besonders geeignet erweist sich an- 
stelle der Markierung des selektierten Volumenelementes 
gema£ Figur 7 die Markierung des korrespondierenden Geno- 
typs selbst. 

Erf indungsgemafi werden mehrere Alternativen bevorzugt : 

(1) die photoaktivierte Anheftung der Nukleinsauren an 
Oberf lachenstrukturen des Volumenelementes, 

(2) die photochemische Aktivierung Nukleinsaure-spezi- 
fischer Liganden, 

(3) photochemische Inaktivierung von Nukleinsauren in 
alien Volumenelementen mit Ausnahme der positiv 
selektierten. 

Im Sinne von Alternative (l) konnen beispielsweise 
Psoralenderivate eingesetzt werden, die als Doppelstrang- 
interkalierende Reagentien unter 360 nm-Lichteinstrahlung 
Nukleinsauregegenstrange miteinander chemisch verkniipf en. 
Derartige Liganden konnen beispielsweise chemisch mit der 
Trager- Oberf lache verknupft sein (Figur 8) . 

Bei der Durchmusterung kann auf diese Weise eine geniigen- 
de Anzahl Phanotyp-kodierender Plasmidkopien an die posi- 
tiv selektionierten Oberf lachensegmente geheftet werden. 
Nachfolgend konnen alle nicht f ixierten Nukleinsauren ab- 
gewaschen werden. Sodann konnen die selektierten Nuklein- 
sauren an der Oberflache direkt einer enzymatischen 
Amplif ikationsreaktion unterworfen werden. 
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Alternativ konnen die Nukleinsauren zuruckgewonnen wer- 
den, indem die Reversibilitat der Psoralenverknupf ung 
ausgenutzt wird. Dies geschieht beispielsweise durch 
Licht der Wellenlange von 260 nm. Die Nukleinsaure-bin- 
denden Liganden konnen nach Alternative (2) auch mit 
anderen molekularen Elementen verknupft werden, die eine 
nachfolgende Reinigung und Abtrennung von nicht erwiinsch- 
ten Nukleinsaurestrukturen in einfacher Weise ermog- 
lichen. Als Beispiele seien genannt : die Kopplung DNA 
oder RNA-erkennender Liganden, insbesondere photoakti- 
vierbarer Psoralen-Derivate oder interkalierende Farb- 
stoffe, gekoppelt an Af f initatsliganden, insbesondere 
Biotin, Avidin, Streptavidin, Immunglobulin, Oligopeptide 
oder Oligonukleotide . 

Gemafi Figur 8 wird es nach licht- induzierter chemischer 
Verkniipfung dieser Verbindungen mit der DNA oder RNA aus 
den positiv selektierten Volumenelementen moglich, die 
DNA und/oder RNA aller • Volurnenelemente gemeinsam zu 
reinigen und gleichzeitig von den Nukleinsauren zu 
trennen, die die Selektionskriterien nicht erfullt haben. 
Die Abtrennung kann vorzugsweise uber hydrophobe Chroma- 
tographic, Af f initatschromatographie oder durch den Ein- 
satz magnet ischer Partikel erfolgen, wobei die Ober- 
f lachen entsprechende Bindeeigenschaf ten zu dem Liganden 
des Adaptor-Molekuls aufweisen. Bevorzugte Beispiele fur 
eine derartige spezif ische Kopplung sind: oligo-dT/oligo- 
dA, Avidin-Streptavidin/Biotin, NTA-IDA/ (His) 6 und ahn- 
liche bekannte Komplex-Bildner . 

Die so gepoolten gereinigten Nukleinsauren konnen im 
nachf olgenden Schritt entweder direkt einer enzymatischen 
Amplif ikationsreaktion oder cDNA-Synthese unterworf en 
werden, oder zuvor durch Reversion der photochemisch 
induzierten Verknupfung vom Liganden entkoppelt werden. 
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Im erf indungsgemafien Sinne ist es gleichfalls denkbar, 
gezielt die Nukleinsauren zu inaktivieren , die den 
Selektionskriterien der Analyse nicht genugen [Alter- 
native (3)]. Dies kann ebenfalls mit quervernetzenden 
Substanzen wie Psoralenen geschehen, wobei die Querver- 
netzung in einer Weise geschieht, daS die so vernetzten 
Strukturen bei enzymatischen Folgereaktionen nicht mehr 
amplifikationsfahig sind. Das Verfahren hat allerdings 
den Nachteil, daS die Inaktivierung sehr vollstandig ab- 
laufen mu£, da sonst der Anreicherungsf aktor fur die 
positiv selektierten Volumeneinheiten ungiinstig beein- 
fluSt wird. Bei den Verfahren [Alternativen (2,2)] ist 
die Ausbeute der Anreicherung nicht von vordringlicher 
Bedeutung. Mit Hilfe enzymatischer Amplif ikationsverf ah- 
ren konnen auch sehr niedrige Kopienzahlen angereichert 
werden, urn erf indungsgemaS erfafct zu werden. Allerdings 
ist es fur die meisten Anwendungen vorteilhaft, wenn ein 
moglichst grower Anteil der Nukleinsauren aus einem posi- 
tiv selektierten Volumenelement praparativ erfafit werden 
kann. Dies gelingt z.B. mit einer Optik, die ein groSeres 
Volumenelement als das in der Analyse betrachtete Volu- 
menelement ausleuchtet . 



31 . Fraktionenanalyse/Flie£injektionsanalyse/GC/MS-Kop- 
plung 

Von besonderer Bedeutung ist die FlieSinjektionsanalyse 
mit Kopplung an analytisch/praparative Trennverf ahren bei 
der Kopplung von erf indungsgemafcen Methoden mit Methoden 
unscharfer chemischer oder biochemischer Reaktionen zur 
Wirkstof f indung oder Optimierung (p 43 22 147 und 
W092/18645) chemisch oder enzymatisch erzeugter Quasi- 
spezies . 

Wie oben bereits ausgefuhrt, eignet sich das vorliegende 
Verfahren insbesondere zur Analyse und Bewertung zahlen- 
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maSig komplexer Kollektive von Molekulen, die zuvor in 
einem evolutiven Prozels generiert worden sind. Die funk- 
tionale Analyse komplexer Systeme von molekularer Diver- 
sitat ist aber auch sonst von erheblicher Bedeutung . 
Nicht nur aufgrund evolutiver Systeme, im Sinne replika- 
tiver Mechanismen, entsteht Diversitat, ebensowenig, wie 
Kompartimentierung von Subpopulationen nur in zellularen 
Oder vesikularen Strukturen erf olgt . 

In der synthetischen Chemie entstehen gewollt oder unge- 
wollt sehr komplexe Systeme verschiedener Molekiiltypen, 
wobei sich die Art der Komplexitat auch gezielt generie- 
ren laSt. Mikroorganismen oder Pflanzen synthetisieren 
eine Vielzahl Sekundarmetabolite , von denen bereits eine 
grofie Anzahl pharmakologisch aktiver Strukturen abgelei- 
tet wurde. Mit chromatographischen Verfahren wie HPLC, 
FPLC, Gaschromatographie etc. lassen sich solche Verbin- 
dungen bekanntlich effizient trennen und isolieren. 

Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren erschlieSt sich 
nicht nur die parallel gefuhrte Analytik von Mutanten/ 
Varianten aus sogenannten replikativen Systemen wie 
Nukleinsauren oder Proteinen, sondern auch die von 
chemisch oder metabolisch komplexen Mischungen. Tradi- 
tionell ist man bislang so verfahren, da£ komplexe Ge- 
mische zunachst in Einzelf raktionen praparativ gereinigt 
wurden, chemisch analysiert und/oder in ihrer Struktur 
aufgeklart wurden und, wenn moglich in Form der Reinsub- 
stanzen, einzeln biologischen Assays zugefuhrt wurden. 

Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren gelingt es nun, die 
zunachst nur in analytisch geringen Mengen angefallenen 
Fraktionen oder einzelnen Stoffe praparativ z.B. fur 
pharmakologische Assays einzusetzen. Dabei werden in 
einer bevorzugten Ausgestaltung des erf indungsgemafien 
Verfahrens die anfallenden Fraktionen direkt mit einem 
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FCS-Assay verkmipft. Es wird darauf verzichter, Einzel- 
substanzen darzustellen, bevor sie nicht positiv in FCS- 
Assays auf die entsprechende Fragestellung ansprechen. 
Ein blindes Wirkstoff -Screening, wie es derzeit prakti- 
ziert wird, kann dadurch ersetzt werden, daS gezielt 
Wirkstof f -haltige Fraktionen untersucht werden konnen . 

Die Analyse funktibnaler Verbindungen in kotnplexen Stof f - 
gemischen ist eine anspruchsvolle Aufgabe der pharmazeu- 
tischen Chemie. Bekannt sind vor allem die bereits er- 
wahnten komplexen Gemische von Naturstoffen aus Mikro- 
organismen und Pflanzen. Japanische Institutionen und 
Unternehmen haben gegeniiber den ubrigen Nationen einen 
schwer aufholbaren Vorsprung im Naturstoff -Screening er- 
zielt, indent sie konsequent, seit Einfuhrung der ersten 
Antibiotika, umf angreiche Banken gereinigter und Struk- 
tur-aufgeklarter Substanzen angelegt haben, die sie bei 
jedem neuen Assay in ein Screening einfuhren konnen. Dies 
ist urn vieles einfacher als eine jeweilige neue Anziich- 
tung von Organismen, zumal auch die Gefahr des wiederhol- 
ten Aufspurens, also Doppelentwicklungen an sich bekann- 
ter Wirkstrukturen, auf diese Weise vermieden wird. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann aufgrund seiner vor- 
teilhaften Eigenschaf ten auf diese Vorgehensweise ver- 
zichten und erlaubt dennoch die Analyse sehr umfang- 
reicher und komplexer Gemische, da einzelne Molekule 
quasi als Reinst substanzen erfaSt werden. Es sei daran 
erinnert, daS ein einziger Mikroorganismus uber eintau- 
send kompliziert aufgebaute Sekundarmetabolite synthe- 
tisieren kann, wovon einige nur in geringer Anzahl vor- 
liegen konnen und aus der Analyse der Gesamtmischung 
eines Extraktes nicht an ihrer Funktion zu erkennen sind. 
Erf indungsgemaS lasen sich Substanzgemische aus einem 
Mikroorganismus oder eine Mischung aus mehreren Mikro- 
organismen oder Pf lanzenextrakten zunachst z.B. chromato- 
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graphisch trennen, urn am Ausgang einer Trennmatrix die 
einzelnen Fraktionen auf die Anwesenheit funktionaler 
Verbindungen vorzugsweise in einer Kapillare "on line" zu 
testen (siehe Figur 9) . 

Die schematische Figur 9 wird nachstehend erlautert. Kom- 
plexe Substanzgemische konnen erf indungsgemafi in einer 
Kopplung mit einer chromatography schen Trennung analy- 
siert werden. Nach einer chromatographischen Trennung 
wird den Fraktionen kontinuierlich und mit festgelegter 
Konzentration ein markiertes Ref erenzmolekiil zugesetzt, 
dem ebenfalls mit festgelegter Konzentration das spezi- 
fisch bindende Targetmolekul zugesetzt wird. Wie in Fig. 
1 beschrieben, werden die jeweiligen Konzentrationen be- 
vorzugt so gewahlt, daS ca. 50% der beteiligten Molekule 
einen Komplex bilden, so dafi eventuell interf erierende 
Substanzen aus dem auf getrennten Gemisch mit maximaler 
Sensitivitat nachgewiesen werden konnen. 

Die kombinierten Proben laufen anschlieSend durch ein 
kapillares Fliefirohr an der Detektionseinheit vorbei . 
Die Fraktionen werden daraufhin analysiert, ob sie spezi- 
f isch das betrachtete Bindungsgleichgewicht verschieben. 

Auch synthetisch hergestellte Gemische wie beispielsweise 
z.B. Gemische aus diversen substituierten oder unsubsti- 
tuierten Alkylresten in Alkylierungsreaktionen bei der 
Verwendung komplexer Synthongemische, lassen sich wie 
oben beschrieben analytisch erfassen. Es ist dann nicht 
mehr erf orderlich, nach jedem Reaktionsschritt die ent- 
standene Verbindung aus ihrem Reakt ionsgemisch zu trennen 
und zu charakterisieren. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form (Figur 9) werden den 
einzelnen Fraktionen zunachst Aliquots der auf Interfe- 
renz zu analysierenden Substanz zugesetzt, bevor das Ge- 
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misch mit einer Losung in Kontakt gebracht wird, die den 
Rezeptor enthalt, urn eventuelle Konkurrenzreaktionen mes- 
sen zu konnen . Wenn alternativ ein Rezeptor bereits be- 
setzt ist, konnte eine langsame Dissoziationsgeschwindig- 
keitskonstante den Nachweis einer Verdrangungsreaktion 
erschweren . Rezeptorverdrangungsreaktionen, die langsam 
sind, erlauben die Messung der zeitlichen Anderung, d.h. 

^diss • 

32. Screening von komplexen Gemischen auf biofunktionale 
Wechselwirkungseigenschaf ten bei gleichzei tiger grober 
Abschatzung physikalischer Wechselwirkungsparameter mit 
Zielmolekiilen 

Wenn erf indungsgemafi ein Gemisch verschiedener Substanzen 
auf Wechselwirkungseigenschaf ten mit Zielmolekiilen z.B. 
in einer LC/FCS-Kopplung analysiert werden soil, konnen 
direkt Ober- bzw. Untergrenzen von Bindekonstanten abge- 
schatzt werden, die eine entsprechende Qualif izierung 
entsprechender Leitstrukturen erlauben . Dies soil das 
folgende Beispiel verdeutlichen: 

Es werden 10 fxg eines Substanzgemisches auf eine LC- 
Trenneinrichtung aufgetragen, die 1000 Substanzen ent- 
halt, worin die gesuchte einzelne Substanz nur mit 0,1 % 
enthalten ist. Dies entspricht einer absoluten Menge von 
1 ng. Nach Trennung der Fraktionen befindet sich diese 
Substanzmenge in einem Volumen von 5 fil . Dies bedeutet 
bei einem angenommenen Durchschnittsmolekulargewicht von 
200 Dalton eine Konzentration von 10" 6 M. Wenn das 
Zielmolekiil, z.B. ein Rezeptor in vergleichbarer Konzen- 
tration zugesetzt wird, so kann eine Komplexbildung in 
einer bestimmten Zeit nur dann zustandekommen, wenn die 
Reaktionsgeschwindigkeit (on rate) einen bestimmten Maxi- 
malwert uberschreitet und die Bindekonstante > 10 6 be- 
tragt . 
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Die Nachweisreaktion kann mit einer parallel gefiihrten 
HPLC/MS- Oder GC/MS-Analyse gekoppelt werden, urn direkt 
Strukturdaten der als aktiv erkannten Verbindungen zu 
ermitteln. 

Der geringe Substanzverbrauch des erf indungsgemaSen Ana- 
lyseverf ahrens erlaubt auch den Einsatz der erf indungsge- 
mafien Analytik in Konkurrenz zu verschiedenen alternati- 
ven Verfahren der Biosensortechnik , die beim Einsatz in 
der on line Analytik unter einer Drift -Problematik des 
Signales leiden konnen. Anstelle der oben beschriebenen 
Chromatographieeinheit kann alternativ ein Probengeber 
eingesetzt werden. 

DNA/RNA Sonden Assays 

Bei Ausnutzung der potentiellen Detektionsempf indlichkeit 
der erf indungsgemafien Technik ergibt sich mit der DNA 
Oder RNA-Sonden Technik ein spezifisches Problem. Auf 
molekularer Ebene setzt die erf indungsgemafie Nachweis- 
reaktion die Bildung doppelhelikaler Strukturen aus zu- 
mindest teilweise komplementaren Einzelstrangstrukturen 
voraus, wobei die beteiligten Einzelst range aus DNA oder 
RNA Oder Mischungen aus DNA und RNA- Grundstrukturen be- 
stehen konnen, die chemische Modif izierungen tragen kon- 
nen, wobei die Modif izierungen insbesondere die Basen- 
struktur betreffen konnen, insbesondere solche, die die 
luminophoren Eigenschaf ten der Basen verandern und/oder 
solche, die Substituenten tragen, die spezifische Binde- 
eigenschaf ten zu spezif ischen Molekulen oder Molekiilkom- 
plexen haben und/oder die lumineszierende Substituenten 



Die Ausbildung doppelhelikaler Strukturen ist jedoch eine 
verhaltnismaSig langsame Reaktion (Hybridisierung, Cot- 
Kinetik) . In der experimentellen Praxis bedeutet dies 



sind. 
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beispielsweise , daS die Reassoziation genomischer DNA aus 
Zellen ein ProzeS ist, der sich je nach experimentellen 
Bedingungen liber Wochen und Monate erstreckt, so daS de 
facto das Experiment nicht vollstandig durchfuhrbar ist. 
Lediglich repetitive Abschnitte des Genoms, die z.B. in 
einer Anzahl von > 100.000 pro eukaryotischem Genom auf- 
treten konnen, lassen sich rehybridisieren (Davidson & 
Wetmur) . 

Eine praktisch gut anwendbare Naherungsf ormel beschreibt 
die Reassoziiation eines denaturierten Doppelstrangf rag- 
mentes : 

tl/2 = N x ln2 / (3,5 X 10 5 x L x c D ) 

tl/2 ergibt die Halbwertszeit der Reassoziation in Sekun- 
den in 1 M lonenstarke bei T=Tm -20°C, L ist die Lange 
des Sonden-Fragmentes, N ist Lange der Einheitssequenz , 
c 0 ist ist die molare Nukleotidkonzentration, 3,5 x 10 s 
ist ein Naherungswert fur die intrinsische Geschwindig- 
keitskonstante der Assoziation. 

Da die Reaktionsgeschwindigkeit von der Summe der Kon- 
zentrationen der beiden Reaktanden ((+)- und (-) -Strang) 
abhangt, gibt es generell zwei Moglichkeiten, die Reak- 
tion der Reassoziation zu beschleunigen. Da die Uber- 
schuSkomponente die Geschwindigkeit bestimmt, wird im 
traditionellen Blot-Assay gewohnlich die Sonde im Uber- 
schuS eingesetzt, urn anschliefiend in VJaschschritten den 
SondeniiberschuS abzutrennen. Mit der Einfuhrung der enzy- 
matischen Amplif ikationsreaktionen wie PCR (Polymerase- 
Kettenreaktion) ist es auch moglich, die nachzuweisende 
Target -Nukleinsaure so stark zu verstarken, daS sie die 
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Will man jedoch im 
erf indungsgemaSen Verfahren auf Amplif ikationsreaktionen 
verzichten, bzw. den Nachweis ohne muhsame Abtrennung der 
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Sondenkomponente im Ein-Topf-Ver fahren fiihren, konnen 
erf indungsgemaS ein oder mehrere Verf ahrensschritte und 
Vorgehensweisen miteinander verkniipft werden . 

Der Nachweis von Erregern viraler oder bakterieller Natur 
aus der Gasphase (Luftkeime) oder aus Losungen oder Sus- 
pensionen in kleinen Probenvolumina , wie sie fur den er- 
f indungsgemafien Nachweis ausreichend sind, ist durch den 
Einsatz einfacher Filtrationschritte in der Empfindlich- 
keit zu steigern. Sie lassen sich durch Filter oder Fil- 
tersysteme aus groSen Volumina extrahieren und in kleinen 
Probenvolumina aufnehmen. Eine Alternative stellt die 
Konzentration z.B. uber beschichtete Magnetpartikel dar. 

Fur die DNA/RNA- Analyse konnen Sonden mit interkalieren- 
den Substituenten eingesetzt werden. Dabei ist besonders 
der Einsatz von solchen chromophoren Liganden bevorzugt, 
deren Fluoreszenzverhalten sich mit dem Vorgang der 
Interkalation verandert bzw. verstarkt . Besonders ge- 
eignet sind Substituenten der Thiazol- Orange Klasse. Sie 
weisen im interkalierten Zustand eine etwa lOOOfach 
hohere Fluoreszenzausbeute auf als im freien Zustand. 
Damit ist es moglich, bei einem tausendf achen UberschuS 
nicht Farbstof f -interkalierender Sonde eine spezifische 
Komplexbildung mit Interkalation zu messen. 

Durch Einsatz oligo- oder multimerer Farbstof fe, die mit 
einer Sonde verknupft sind, lafit sich die Empf indlichkeit 
nochmals urn den Faktor 10 bis 100 steigern, da weniger 
Einzelereignisse erfa£t werden mussen, um das notwendige 
Signal zu erzeugen. 

Eine UberschuSkonzentration eines Dbppelstrarig-Analyten 
ist nicht unbedingt erstrebenswert , um die Reaktion zu 
beschleunigen. So kann es zu einer unerwunschten Verdran- 
gung bereits assoziierter Sonde aus dem Komplex kommen, 
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wenn oberhalb oder unterhalb ein im UberschuS vorhandener 
Gegenstrang des Analyten mit dem Komplex hybridisiert . 

Erf indungsgemafi wird diesem Problem entsprochen, indem 
dafur Sorge getragen wird # daS der UberschuB an Analyt 
nur in Form einer Polaritat ohne Gegenstrang vorliegt, 
wie er beispielsweise durch unsymmetrisches Priming in 
einer PCR-Reaktion erzeugt wird, oder durch run-off 
Produktion spezifischer RNA-Sequenzen durch RNA-Poly- 
merasen, wie sie natiirlicherweise in Zellen vorkommen, 
oder in homogenen Amplif ikationsreaktionen wie 3SR 
generiert werden. 

Die Verdrangungsreaktion kann auch unterbunden werden, 
indem interkalierende Substituenten die Komplexe thermo- 
dynamisch stabilisieren (z.B. Acridin-Farbstof f e) oder 
indem eine irreversible Vernetzung initiiert wird 
(Psoralen-Derivate) (siehe Patentanmeldung P 42 34 
086 .1) . 

Wenn durch erf indungsgemaSe Optimierung der oben disku- 
tierten Parameter der Einsatz einer markierten Sonde im 



wird die Reaktionskinetik der Reassoziation (Komplexbil- 
dung) unakzeptabel langsam. Unter Verwendung der obenge- 
nannten Naherungsf ormel laEt sich leicht errechnen, da£ 
ein Fragment der Lange und Einheitslange 200 Nukleotide 
ca. 23.000 Minuten (16 Tage) Zeit brauchte, um zu re- 
assoziieren, wenn 10 Halbwertszeiten bis zur optischen 
Messung nach dem erf indungsgemaSen Verfahren abgewartet 
werden soil . 

Durch Einsatz einer Kombination organischer Losungsmittel 
auf Phenol -Basis und chaotroper Salze wie Thiocyanate 



Bereich von 10" 



M moglich ist und somit ein Analyt 



(Gegenstrang) im Bereich 10 



M noch nachweisbar ist, so 
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oder Perchlorate la£t sich die Reaktionskinet ik ca . 
lOO.OOOfach beschleunigen (Kunkel et al . ) . Diese Verfah- 
ren haben sich bei Filterassays in der Praxis nicht be- 
wahrt. Sie lassen sich jedoch mit dem erf indungsgemafien 
Verfahren, das bevorzugt in Losung arbeitet, kombinieren. 
Auf diese Weise wird nicht nur die Reaktionsgeschwindig- 
keit des oben genannten Beispiels in den Sekundenbereich 
verschoben, die Losung unterbindet gleichzeitig degrada- 
tive Prozesse durch Einwirkung z.B. von Ribonukleasen auf 
RNA-Analyte . 

Das Verfahren erlaubt auch den dif f erentiellen Nachweis 
groSer Vesikelkomplexe , wie sie fur eine Dif f erential - 
diagnose im Lipidstof f wechsel notwendig sind, wenn zwi- 
schen verschiedenen Transportvesikeln LDL, VLDL und HDL 
unterschieden werden soli. Dafiir nriissen bislang relativ 
aufwendige Elektrophoreseverf ahren eingesetzt werden, 
deren Quantif izierung nicht einfach ist . Farbstof f -mar- 
kierte Vesikel lassen sich uber Mobilitat und/oder Rota- 
tionsdif fusionsmessungen erf indungsgemaS unterscheiden . 
Die Vesikel konnen tnit Fluoreszenz-markierten spezifi- 
schen Antikorpern angefarbt werden. Fluorophore Marker- 
molekule konnen alternativ spezifisch und fest in die 
Vesikelstrukturen inkorporiert werden. 

Funktionsassays von in vitro-Translationsprodukten 

Von besonderer Bedeutung ist der Einsatz der erfindungs- 
gemaSen Screening Technologie fur die Analyse replikati- 
ver Molekule in Form von Proteinen oder Peptiden in Kom- 
bination mit der in vitro Proteinbiosynthese . Die in 
vitro Proteinbiosynthese vermeidet rekombinant-zellulare 
Systeme. Allerdings ist die Effektivitat der in vitro 
Proteinbiosynthese so gering, dafi ein Funktionsnachweis 
des Syntheseproduktes nicht ohne Aufwand moglich ist. Im 
Durchschnitt wird von einem mRNA- Molekul nicht mehr als 
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ein Peptid- oder Protein-Molekiil hergestellt. Das Ergeb- 
nis kann sogar noch schlechter sein. Die Sensitivitat des 
erf indungsgemaSen Verfahrens erlaubt jedoch eine Funk- 
t ionsbestimmung, da mRNAs in der Synthesemischung nur im 
jiM-Konzentrationsbereich und darunter eingesetzt werden 
miissen und ein kleines Probenvolumen fur die Analyse aus- 
reichend ist. 

Bestimmung von molekularen Grofienverteilungen 

In der Analytik der Polymerchemie ist es wichtig, Poly- 
merverteilungen zu bestimmen. Dies kann in einfacher 
Weise durch den Einsatz des erf indungsgemaSen Verfahrens 
erzielt werden, das somit eine Alternative zu Ultra- 
zentrifugationsverf ahrenundphysikalischen Stromungsver- 
fahren darstellt. Hierbei kann die Eigenf luoreszenz eines 
Oligomers oder Polymers benutzt werden oder die Anlage- 
rung oder Kopplung luminophorer Liganden beobachtet wer- 
den. 

Die in situ - Hybridisierung ist ein Verfahren, bei dem 
die spezifische Doppelstrang-Bildung zwischen einer mar- 
kierten Nukleinsauresonde und einer komplementaren Ziel- 
nukleinsaure in einer geometrisch f ixierten Anordnung des 
zu analysierenden Objektes durchgefiihrt wird. Das zu 
analysierende Objekt kann dabei ein Oberf lachen-f ixiertes 
Praparat von Molekulen oder Molekulkomplexen sein. Bei- 
spiele sind Praparationen von Chromosomen, Transkrip- 
tionskomplexen oder Translationskomplexen . In der 
Routineanalytik sind haufig Oberf lachen-f ixierte Gewebe- 
schnitte oder Zellen aus Zellkulturen von Bedeutung. 

Dynamische Laser-Korrelationsspektroskopie 

Die erf indungsgemaSe Methode erlaubt aufgrund ihrer 
Sensitivitat die Lokalisation auch einzelner hybridi- 
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sierter oder im Falle von Nichtnukleinsaure-Liganden 
komplexierter Liganden, die mit einem Fluoreszenzmarker 
gekoppelt sind. Der Vorteil der erf indungsgemafien Metho- 
dik beruht auf der hohen Sensitivitat des Nachweises von 
Einzelmolekulen. Dadurch werden direkte Analysen mog- 
lich, die ansonsten den Einsatz einer enzymatischen 
Amplif ikationsreaktion notwendig machen oder eine hohe 
lokale Konzentration von Zielmolekiilen voraussetzen, wie 
im Falle polytaner Chromosomen . Beansprucht wird auch die 
Verwendung von Doppel- oder Mehrf achmarkierungen nach dem 
erf indungsgemafien Verfahren, wodurch sich die relative 
raumliche Lage von interessierenden Strukturen zueinander 
bestimmen lafit . 

Die erf indungsgemaSe Methode mit konfokaler Abbildung 
kleinster Volumenelemente durch Verwendung einer Loch- 
blende zur Analyse dynamischer Prozesse kann erf indungs- 
gemaS in Kombination mit der entsprechenden Methode ver- 
wandt werden, die im Laser- Scanning-Mikroskop benutzt 
wird, urn eine hohe raumliche Auf losung von Strukturen zu 
erhalten. Wahrend beim Laser- Scanning-Mikroskop alleine 
die Fluoreszenzintensitat als MeSgroEe benutzt wird, ver- 
wendet das erf indungsgemafie " Laser- Korrelat ions -Mikros - 
kopV die Korrelationsfunktion und deren dynamischen In- 
halt im durch die Raumkoordinaten (x,y # z) festgelegten 
MeSelement, das flachig oder raumlich abgebildet wird 
(Figur 10) . Auf diese Weise lassen sich flachige (Quer- 
schnitt) oder raumliche Bilder der Dynamik eines markier- 
tenMolekuls (Rotation-, Translationsdif fusion, chemische 
Kinetik) z.B. in einer Zelle oder in einem anderen bio- 
logischen Objekt darstellen. 

Die schematische Figur 10 wird nachstehend erlautert . 
Dargestellt ist der prinzipielle Aufbau der erfindungs- 
gemaSen Optik. Die Probe befindet sich in einer Proben- 
halterung, die durch einen zwei- oder dreidimensional 
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steuerbaren Piezo-Trieb in einem bestimmten f estgelegten 
Raster verschoben werden kann. Die jeweils zugehorigen 
Volumenelemnte werden auf dynamische Prozesse analysiert 
und in ihrer Gesamtheit in einem Rechner zu einem zwei 
dimensionalen (Querschnitt ) oder dreidimensionalen Bild 
zusammengesetzt . 

33, Bestimmung epidemiologisch konservierter Gensegmente 

Uber eine Bestimmung der Dissoziationsgeschwindigkeiten 
von hybriden Doppelstrangen lassen sich analog der oben 
beschriebenen Bestimmungen von Dissoziationsgeschwindig- 
keitskonstantenHomologie-Abschatzungen durchf iihren . Dies 
ist von grofier Wichtigkeit bei der epidemiologischen Ana- 
lyse von divergierenden Pathogenen wie im HI -Virus. Zur 
Entwicklung diagnostischer Sonden und der Abschatzung 
ihrer Zuverlassigkeit mussen verschiedene Genabschnitte 
unterschiedlicher Herkunf t auf diese Parameter hin unter- 
sucht werden (siehe Fig. 22) . 

Verf ahren zur simultanen Testung einer Mehrzahl von Muta- 
tionen auf einem Zielgenom 

In der Analytik genetischer Erkrankungen ergibt sich 
haufig die Problematik, auf die Anwesenheit sehr vieler 
moglicher Mutationen gleichzeitig zu testen. Dies trifft 
insbesondere bei dominanten Erbkrankheiten oder X-Chromo- 
som kodierten Erkrankungen zu. Bei rezessiven Erkrankun- 
gen ist es haufig wichtig zu beurteilen, ob eine bestimm- 
te Punktinutation nur auf einem Allel oder auf beiden 
Allelen gleichzeitig auftritt (siehe Cystische Fibrose 
mit mittlerweile mehr als 30 beschriebenen Mutationen) . 
Die erf indungsgemaEe Vorgehensweise erlaubt, gleichzeitig 
in einem Probenansatz auf verschiedene Mutationen analy- 
sieren zu konnen (Fig. 23) . 
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Detektion einzelner Bakterien liber die Bindungsspezif i- 
taten von Oberf lachen-exprimierenden Bakterien 

Fur eine groSe Anzahl wichtiger Anwendungen der modernen 
biotechnologischen Forschung ware es aufierst vorteilhaf t 
und effizient, konnte in einem Verfahren anstelle der 
Detektion eines funktionalen Biomolekiils in einem gege- 
benen Probevolumeri die Detektion eines einzelnen Bakte- 
riums oder eines Virus mit funktionalen Oberf lachenpro- 
teinen erfolgen. Der entscheidende Vorteil liegt in der 
oft sehr interessanten Kopplung eines phanotypischen 
Expressionsproduktes, z.B. ein naturliches oder ein 
rekombinantes Oberf lachenprotein an seinen genetischen 
Bauplan. 

Das Genom von Mikroorganismen umfafit ca. 10 7 Nukleotide. 
Durch shotgun -Expression lassen sich durch an sich be- 
kannte Verfahren subgenische Fragmente einer durch- 
schnittlichen Lange von 100 Aminosauren exprimieren . 
Unter Beriicksichtigung der Leserahmenvariation (Faktor 3) 
und eines angenommenen nicht kodierenden Gegenstranges 
enthalten 10 s rekombinante Bakterienklone jedes Segment 
ca. lOOfach. 10 8 rekombinante Bakterienklone sind in 1 ml 
einer Suspension von 10D enthalten, die sich in ca. 24 
Stunden mit dem erf indungsgemafien Verfahren einzeln auf 
z.B. ihre Bindeeigenschaf ten zu IgE aus einem allergisch 
reagierenden Patienten untersuchen lassen. Es gilt, die 
entsprechend charakterisierten Bakterien auszusondern, 
zumindest jedoch stark anzureichern, sie biologisch zu 
expandieren oder das entsprechende Genomsegment durch 
enzymatische Amplif ikationsverf ahren zu amplif izieren und 
zu charakterisieren . 

Derartige Probleme stehen im Zusammenhang mit Verfahren 
zur evolutiven Optimierung von Peptiden und oder Prote- 
inen durch Einsatz von Mutagenese -Verfahren und Selek- 



BNSDOCID: <WO_9416313A2_l_> 





WO 94/16313 



PCT/EP94/00117 



- 84 - 



tions-Verf ahren, wie sie beispielsweise in cer W092/ 
18645 beschrieben sind. Es lassen sich ca. 10 9 Bakterien 
in ihren Bindungseigenschaf ten zu spezif ischen Farbstof f - 
markierten Substanzen innerhalb von 24 Stunden durch- 
mustern auf die Anwesenheit eines Bakteriums, das ein 
Oberf lachenprotein/Peptid exprimiert, das die Fahigkeit 
besitzt, mit dem Zielmolekul von vorgegebener Konzentra- 
tion in Wechselwirkung zu treten. Das entsprechende Bak- 
terium ist aus einem solchen Reaktionsansatz mit herkomm- 
lichen Methoden klonierbar. 

Ein weiteres bedeutendes Anwendungsspektrum ergibt sich 
aus dem sogenannten Genomprojekt zur funktionalen Kar- 
tierung von Gensegmenten aus genomischen Banken, cDNA 
Banken oder Banken subgenischer Strukturelemente (Shape 
Space) . Auf diese Weise lassen sich genomische und/oder 
subgenomische Segmente aus umf angreichen Kollektiven in 
ihrer Funktion, z.B. ihrem Bindeverhalten zu Zielmole- 
kulen bestimmen. 

Die Verwendung der beschriebenen Methodik der funktio- 
nalen Zuordnung genetisch kodierter Peptidsegmente wird 
insbesondere in der allergologischen Forschung von gro£er 
Bedeutung werden. Die Zuordnung von immundominanten Epi- 
tope auf allergenen (z.B. Aspergillus, Milchprotein, 
alpha -Amylase) ist von auSerordentlich groSer Bedeutung 
und bislang ein schwer zu losendes Problem. Typische 
Pr obi erne der Praxis sind: 

Bestimmung der IgE-bindenden Molekule aus einem meist 
schlecht charakterisierten Substanzgemisch. Wichtig ist 
beispielsweise die Beantwortung der Frage, welche Be- 
standteile des Sojalecithins immunogen sind, die Rein- 
substanz allein, die Reinsubstanz in ihrer Wechselwirkung 
mit Verunreinigungen des Praparates oder die Wechselwir- 
kung mit Strukturen des Empf angerorganismus . Erfindungs- 
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gemaS lassen sich die unterschiedlichen Substanzen in der 
Mischung mit markiertem IgE aus Patienten dif f erenzieren . 

Durch Expression subgenischer Gensegmente lassen sich mit 
dem oben genannten Verfahren die immundominanten Epitope 
eingrenzen und charakterisieren . Mit diesen Ergebnissen 
lassen sich 

mit den in W092/18645 beschriebenen Methoden evo- 
lutiv analoge, funktionale Molekule erzeugen, denen 
die entsprechenden immundominanten Regionen fehlen, 
z.B. eine abgeschwacht immunogene alpha-Amylase , 
die spezif ischen Epitope nach Standardmethoden ein- 
fach gentechnisch darstellen und als reine Nach- 
weisreagenzien einsetzen oder zur Desensibilisie- 
rung verwenden . 

Vorrichtung 

Die MeSanordnung ist eine Vorrichtung , die aufgrund der 
beugungslimitierenden Fokussierung eines Laserstrahls der 
nachstehend beschriebenen Anordnung besonders geeignet 
ist zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens. 
Die. Vorrichtung besteht nach Figur 14 aus einem vorfokus- 
sierten Laserstrahl . Durch Einfuhrung einer Kombination 
von Fokussierlinse und einer wechselbaren Mikroskopoptik 
mit konstantem Bildabstand kann der Durchmesser des vor- 
fokussierten Laserstrahls variabel gestaltet werden. Der 
vorf okussierte Laserstrahl wird nach Ablenkung durch 
einen dichroitischen Spiegel mit Hilfe einer Luft- oder 
Wasser-Immersionsoptik mit oder ohne Deckglas auf das 
beispielsweise auf einem Trager oder in einem hangenden 
Tropfen 1 befindliche Probenvolumen abgebildet . Die 
Fluoreszenzemission wird ublicherweise in einem 180° 
Winkel zur Richtung des Erregerlichtes durch die Immer- 
sionsoptik auf genommen und abgebildet . In der Obektebene 
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25 befindet sich eine Lochblende, die weiter auf ein 
Halbleiter-Detektorelement (Lawinen-Photo-Diode) , nach 
Passieren geeigneter Kanten oder Interf erenzf ilter In 
geeignetem MaSstab abgebildet wird. Der geeignete MaEstab 
ergibt sich durch Abstimmung der Abbildung der Probe auf 
die. Dimension der Photodiode. Die Photodioden sind vor- 
zugsweise relativ klein ausgebildet, etwa im Bereich von 
100 /im, so dafi sie Lochblenden "ersetzen" konnen im Sinne 
eines konfocalen Detektors. In einer besonderen Ausfiih- 
rungsform der erf indungsgemaSen Vorrichtung konnen die 
Dioden auch in Ensembles in Form von Detektor-Arrays 
angeordnet werden. 

Die Abbildung der Lochblende 50 kann unter Zuhilfenahme 
eines Strahlenteilers 60 auf beispielsweise 2 Detektor- 
elemente 53,54, die fur verschiedene Emissionswellen- 
langen optimiert sind, erfolgen. Anstelle der Lochblende 
konnen beispielsweise auch ein oder mehrere Halbleiter- 
Detektor-Elemente (Array) in der Bildebene plaziert wer- 
den. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm weist die erfin- 
dungsgemafie Vorrichtung, die gedanklich in eine Einheit 
zur. Erzeugung einer beugungslimitierenden Fokussierung 
eines Laserstrahls und eine Beobachtungseinheit aufge- 
teilt werden kann, die folgenden Bauelemente auf. Die 
Einreichtung 2 0 zur Vorf okussierung eines Laserstrahls 21 
weist weiterhin einen dichroitischen Spiegel 3 0 im Strah- 
lengang des Lasers zur Ablenkung des Laserstrahls 21 auf. 
Der durch beugungslimitierende Fokussierung erzeugte 
Laserstrahl wird nach Ablenkung durch den dichroitischen 
Spiegel 30 mittels einer weiteren Linse 4 0 in die Probe 
abgebildet, die beispielsweise auf einem Trager positio- 
niert ist oder in Form eines hangenden Tropfens 1 vor- 
liegt . 
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Die Beobachtungseinheit weist gegebenenf alls Filterein- 
richtungen 51, Photonenzahlereinrichtungen 52, eine Kor- 
relatoreinrichtung 71 und/oder eine Vielkanal -Scalerein- 
richtung 72 auf . Das MeSsignal kann gegebenenf alls compu- 
tergestiitzt bearbeitet und/oder ausgewertet werden. 

Die Abbildung 15 zeigt schematise}! die Vorfokussierein- 
richtung 2 0 zur Vorf okussierung des .Laserstrahls 21 mit 
der Linse L 22 und einer Mikroskopotik entsprechenden 
Anordnung 23 wird der kollinierte Laserstrahl 21 durch 
die Linse 22 auf die Bildebene B 2 abgebildet. Die Anord- 
nung 23 bildet den Laserstrahl auf die Bildebene B 2 als 
Zwischenbild ab. Die Anordnung 23 ist vorzugsweise mit 
einer wechselbaren Linsenanordnung versehen, beispiels- 
weise in Form eines Mikroskop -Revolver -Kopf es . Damit kann 
der Durchmesser des vorf okussierten Laserstrahls 21 vari- 
iert werden. 

Die Detektionseinheit besteht in einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform der erf indungsgemafien Vorrichtung aus zwei 
Detektoren 52 und 54 und weist einen Strahlenteiler 60, 
der das aus der Probe emittierte Licht 55 auf die Detek- 
toren 53 und 54 verteilt, auf. Diese Anordnung ist in 
Figur 16 schernatisch gezeigt . Dabei ist es vorteilhaft, 
da£ das emittierte Licht 55 aus der Probe 1 vor dem Ein- 
tritt in die Detektoren 53 oder 54 jeweils Abbildungs- 
linsen 56,57 und Filterelemente 58,59 passiert. Es ist 
insbesondere vorteilhaft, daS die Detektoren 53 und 54 
jeweils Licht unterschiedlicher Wellenlange detektieren 
konnen. Dies kann durch Wahl geeigneter Filter erreicht 
werden . 

Wenn die Detektorelemente in Form eines Detektor-Arrays 
in der Bildebene plaziert werden, kann auf den Einsatz 
der Lochblende 50 verzichtet werden. Die Detektorelemente 
sollten dann vorzugsweise eine GroSe von < 100 aufwei- 
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sen. Eine weitere bevorzugte Auf uhrungsf orm der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung weist im Strahlengang 55 eine 
Lochblende 5 0 auf. 

In Fig. 25 ist in Seitenansicht ein Doppelmikroskop dar- 
gestellt, wie es zur Untersuchung eines MeSkompartiments 
(bei 62 angedeutet) eingesetzt wird. Das Mikroskop weist 
einen vertikalen Standen 63 (Vierkantrohr ) auf, der mit 
einer FuSplatte 64 versehen ist. Am oberen Ende des Stan- 
ders 63 ist urn eine horizontale Achse drehbar ein zentra- 
ler Haltearm 65 gelagert. Der zentrale Haltearm 65 ist 
innen hohl ausgebildet und innen mit optischen Element en, 
wie einem Strahlteiler 66 und einem 45° Ref lexionsspiegel 
67 versehen. Die Lagerachse 68 des Haltearms 65 ist hohl 
ausgebildet, wobei langs der ideellen Drehachse zwei 
uberlagerte Laserstrahlen axial in den Haltearm 56 ein- 
strahlen und dort auf den Strahlteiler 66 und im Strah- 
lengang dahinter auf den Spiegel 67 (Breitkantprisma) 
treffen. Durch den Strahlteiler 66 und den Spiegel 67 
werden die beiden uberlagerten Laserstrahlen zu zwei 
einander gegenuberliegenden Seiten aus dem Haltearm 65 
herausgef iihrt ; an diesen Stellen ist der Haltearm mit 
Offnungen 69 (Glasdeckplatte) versehen. 

Die beiden aus dem Haltearm 65 austretenden Laserstrahlen 
70,71 treffen auf Strahlteiler 72,73, die die Laserstrah- 
len 70,71 umlenken, so daS sie parallel zur axialen Er- 
streckung des Haltearms 65 verlaufen. 

Am freien Ende des Haltearms 65 ist ein Tragarm 74 an- 
gebracht, der relativ zum Haltearm 65 derart angeordnet 
ist, daS beide zusammen eine T-Konf iguration bilden. An 
der dem Stander 63 abgewandten Vorderseite des Haltearms 
74 sind Fuhrungen 75 zum 1 angs ve r s chi ebbaren Fuhren von 
Gehauseteilen 76 angebracht, die ihrerseits einen Objek- 
tiv-Revolvertrager 77 mit der Obj ektivlinse 78 aufweisen. 
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Die relative Anordnung beider Revolver 77 ist derart, daS 
die Objektivlinsen 78 einander gegenuberliegen und auf 
einer gemeinsamen optischen Achse angeordnet sind, wobei 
zwischen den beiden Objektivlinsen 78 der Objekttisch 79 
angeordnet ist, der seinerseits an dem Haltearm 74 gehal- 
ten ist. Im Innern des Haltearms 74 ist ein Doppelspin- 
delantrieb 80 mit zwei Spindeln 81 mit gegensinnigem 
Gewinde angeordnet. Die Spindeln 81 stehen in Gewindeein- 
griff mit in den Haltearm 74 hineinragenden Armen 82, die 
mit den Gehauseteilen 76 verbunden sind. Bei angetriebe- 
nem Doppelspindelantrieb 88 bewegen sich also, je nach 
Antriebsrichtung, die beiden Gehauseteile 76 auf einander 
zu oder voneinander weg, so daS die Brennpunkte der bei- 
den Objektivlinsen 7 8 zusammengef uhrt werden konnen. 

Mit den beiden verschiebbar gelagerten Gehauseteilen 76 
sind jeweils ein Doppelf uhrungs system verbunden. Jedes 
dieser Doppelfuhrungssysteme ist als Doppelschwalben- 
schwanzfiihrungsschiene 83,84 ausgebildet . Diese Fuhrungs- 
schienen 83,84 sind den beiden stirnseitigen Enden des 
Haltearms 74 gegenuberliegend angeordnet und werden zu- 
sammen mit den Gehauseteilen 76 verfahren. Die beiden 
Fiihrungsschienen 83, 84 ragen zu beiden Seiten (Objekt- 
tragerseite und Verbindung mit dem Haltearm 65) iiber den 
Haltearm 74, wobei sie parallel zum Haltearm 65 verlau- 
fen. Die einander zugewandten innenliegenden Seiten sind 
mit optischen Elementen 85,86 zur Vorf okussierung des von 
den halbdurchlassigen Spiegeln bzw. Strahlteilern 72,73 
kommenden Laserlichts. An den einander abgewandten Seiten 
der beiden Fiihrungsschienen 83,84 sind weitere optische 
Elemente (Linsen, Blenden, Filter u. dgl . ) angeordnet, urn 
das vom Mefikompartiment kommende Licht zu beeinf lussen . 
Bei 8 8 handelt es sich um die Lochblenden (Pinhole) und 
89 bezeichnet bikonvexe Linsen zur Abbildung der Loch- 
blenden auf die Detektoren zur Erfassung der Fluoreszenz- 
strahlung. Ferner sind an den einander abgewandten AuSen- 
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seiten der Fuhrungsschienen 83,84 Ref lexionsspiegel 89 
angeordnet, die unter einem Winkel von 45° stehen und das 
vom MeSkompartiment 62 kommende Licht In Richtung auf die 
optischen Elemente 87,88 umlenken. Ferner befinden sich 
auf diesen Seiten der Fuhrungsschienen 83,84 die eigent- 
lichen Detektoren 90,91 (Lawinenphotodioden) , die aus dem 
empfangenden Laserlicht die zur Weiter verarbeitung in 
der Kreuzkorrelation erf orderliche Information in elek- 
trische Signale umsetzen. 

Die Arbeitsweise des in Fig. 25 gezeigten Doppelmikros- 
kops ist wie f olgt . Die beiden iiberlagerten Laserstrahlen 
(7 0, 71) unterschiedlicher Wellenlangen gelangen durch die 
Lagerachse 68 hindurch in den Haltearm 65, wo der eine 
Laserstrahl 71 durch das Strahlteilerelement 66 urn 90° 
zur einen Seite und der andere Laserstrahl 70 nach Durch- 
dringen des Strahlteilers 66 uber den Spiegel 67 um 90° 
zur entgegengesetzten Seite reflektiert wird. Die aus den 
Offnungen 69 des Haltearms 65 austretenden Laserstrahlen 
70,71 treffen auf die Strahlteiler bzw. halbdurchlassigen 
Spiegel 72,73, von denen sie aus die optischen Elemente 
86 passieren. Im AnschluS daran durchdringen die Laser- 
strahlen den Haltearm 74, wozu dieser mit Langlochern 92 
an seinen dem StanderfuS 63 und dem Objektivtrager 79 
zugewandten Seiten ausgestattet ist (in Fig. 25 sind 
lediglich die dem StanderfuS 63 zugewandten Langlocher 92 
dargestellt) . Die Laserstrahlen 70,71 verlaufen dann 
weiter durch die Gehauseteile 76 hindurch, wo sie auf 
ebenfalls halbdurchlassige Spiegel 93 treffen, um von 
diesen durch die Revolver 77 und die Objektivlinsen 78 
hindurch auf das MeSkompartiment 62 treffen. Das vom Mefi- 
kompart intent 62 reflektierte Licht durchdringt die halb- 
durchlassigen Spiegel 93 ohne Ablenkung und wird an den 
Ref lexionsspiegeln 89 zu den optischen Elementen 87,88 an 
den AuSenseiten der Fuhrungsschienen 83,84 hindurchge- 
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schickt. Im AnschluS daran trifft es auf die Detektoren 
90, 91. 

Um in Abhangigkeit von den verwendeten Objektivlinsen 78, 
die identisch sind, die Brennpunkte dieser Linsen auf das 
Me.Skompartiment 62 einstellen zu konnen, lassen sich, wie 
bereits oben dargelegt, die Gehauseteile 76, und mit die- 
sen die Fiihrungsschienen 83,84 verfahren. Da die halb- 
durchlassigen Spiegel 72,73 wie die optischen Elemente 86 
an den einander zugewandten Seiten der Fiihrungsschienen 
83, 84 gehalten sind, verandert sich also beim Verschieben 
der Gehauseteile 76 und der Fiihrungsschienen 83,84 der 
Abstand der halbdurchlassigen Spiegel 72,73 zu dem 
Ref lexionsspiegel 67 bzw. halbdurchlassigen Spiegel 
(Strahlteiler 66). Die Laserstrahlen 10,11 verandern in 
ihren sich an die halbdurchlassigen Spiegel 72,73 an- 
schlieEenden Bereichen, wo sie parallel zum Haltearm 65 
verlaufen, ihren Abstand zu diesen. Demzufolge andert 
sich ihre relative Lage innerhalb der Langlocher 92 des 
Haltearms 74. Daraus wird deutlich, daS samtliche auSer- 
halb des zentralen Haltearms 65 angeordnete Optiken 
bewegt werden, wenn die Brennpunkte der beiden identi- 
schen Objektivlinsen 78 verandert werden, wobei die 
beiden moglichen Bewegungsrichtungen mit den Austritts- 
richtungen der Laserstrahlen 70,71 aus dem zentralen 
Haltearm 65 heraus zusammenf alien. 

Das gesamte Doppelmikroskop weist einen extrem kompakten 
Aufbau auf. Samtliche Elemente sind derart angeordnet, 
dafi die Gewichte M im wesentlichen gleichmaSig" verteilt 
sind. Der dem Objekttisch 79 zugewandte Bediener des 
Doppelmikroskops ist in seinem Arbeitsf eld durch optische 
Elemente und Einrichtungen des Mikroskops nicht beein- 
trachtigt. Der zentrale Haltearm 65 und damit die 
gesamten optischen Einheiten des Doppelmikroskops lassen 
sich drehen (s. Pfeil 94) . Durch zwei axial gegeneinander 
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gespannte Lager ist der zentrale Haltearm biegesicher an 
dem Stander 63 gelagert. Die Position einer der beiden 
Ob j ekt ivl ins en 7 8 la St sich mit einem (nicht dargestell- 
ten) piezoelektrischen oder in sonstiger Weise betriebe- 
nen und arbeitenden Stellelement extrem genau positionie- 
ren, urn einen Offset des gemeinsamen Brennpunkts beider 
Objektivlinsen 78 vom Ort, an dem sich das Mefikomparti- 
ment 62 auf dem Objekttrager 79 befindet, ausgleichen zu 
konnen . 

Zusatzlich zu den hier beschriebenen und dargestellten 
optischen Elementen wie Linsen, Filter, Ref lexionsspie- 
gel, halbdurchlassige Spiegel konnen noch weitere opti- 
sche Elemente im Strahlengang der Laserstrahlen 70,71 
angeordnet werden, wenn dies aufgrund der durchzuf uhren- 
den Untersuchungen erforderlich oder zweckmaSig ist. 

Die Figur 17 zeigt eine mit Rodamin markierte Desoxyri- 
bonukleinsaure . Die Koordinate zeigt die normierte Inten- 
sities-, Korrelationsfunktion. Die Abszisse ist eine 
logarithmische Zeitachse. Die Konzentrationen sind ange- 
gebenen als Zahl markierter Molekule pro Volumene lenient 
(2 x 10" 16 1) . Die Figur 17 a) zeigt das Mononukleotid 
Uracile, zwei Molekule pro Volumene inhe it , dessen Diffu- 
sionszeit 0,067 Millisekunden betragt. Die Figur 17 b) 
zeigt eine DNA mit 500 Basenpaaren entsprechend 0,3 Mole- 
kulen pro Volumeneinheit mit einer Dif f usionszeit von 1,8 
Millisekunden. 

Die Figur 18 zeigt die Wechselwirkung eines fluoreszenz- 
markierten Rezeptor-Liganden mit zellgebundenen Rezepto- 
ren (S-adrenergischen Rezeptoren) in menschlichen Lympho- 
zyten. Die Achsen des Koordinatensystems sind wie in 
Figur 17 oben beschrieben. Die Figur 18 a) zeigt den 
markierten Liganden in BSS, 10,7 Molekule pro Volumen- 
einheit mit einer Dif f usionszeit von 1,1 Millisekunden. 
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Die Figur 18 b) zeigt die Lymphozytenrezeptoren, die mit 
Ligand markiert sind in BSS, 72 Molekule pro Volumenein- 
heit, Dif fusionszeit 13 sec. 

Figur 18 c) zeigt die Situation von zu 76% freien und 24% 
am Lymphozytenrezeptor gebundenen Liganden. 

Da Fluoreszenz-Korrelationsfunktionen innerhalb von 10 - 
100 ms zu erhalten sind, lassen sich 1000 Bildpunkte in 
10 bis 100 Sekunden kodieren. Jeder Bildpunkt des erfin- 
dungsgemaiSen Verfahrens entspricht insbesondere einem 
Poisson' schen Raumelement von typischerweise 0,1 - 1 firtx 
Radius und 1 - 3 /xm Lange . Die Korrelationsf unktion wird 
in jedem Bildpunkt fur eine bestimmte Zeitspanne berech- 
net und mit der zugehorigen Koordinate x,y,z abge- 
speichert . Danach wird das Praparat vorzugsweise mit 
einem piezo-Trieb zum neuen Koordinatenpunkt verschoben, 
usw. Anstelle der PraparatVerschiebung kann z.B. auch der 
Lasers trahl durch geeignete Spiegel -Einrichtung in be- 
stimmten Grenzen verschoben werden (siehe Figur 9) . Die 
dynami schen Bildpunkte werden dann zu einem Bild im Rech- 
ner zusammengesetzt * 

Die ;Figur 6 beschreibt die bevorzugte Anordnung der opti- 
schen Detektionseinheit mit elektrischer Molekiilfalle in 
Bezug zum Probenvolumen und MeSvolumen. Ein oder zwei 
Detektoren (Detektor 1/2) registrieren die emittierten 
Fluoreszenzsignale aus dem Mefivolutnenelement # die eben- 
falls iiber ein oder zwei optische Einheiten, wie sie im 
Text beschrieben sind, konfokal abgebildet werden. Die 
wafirige Probe steht entweder direkt mit der Oberflache 
der Austrittslinse in Kontakt oder wird wie in Figur 3 
dargestellt durch eine diinne Folie von dem Objektiv ge- 
trennt . 
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Die Probe wird zwischen mindestens zwei Kapillaren mit 
einer lichten Weite des Kapillarendes von ca. 1 jzm ge- 
halt en. Die Kapillaren sind im Falle der Funktion als 
Molekulfalle fur ionische Molekiile rnit einer leitenden 
Oberflache beschichtet, vorzugsweise Gold auf Chrom- 
Grundierung, an die ein gleichgerichtetes Feld oder ein 
Wechselfeld angelegt werden kann. Die Steuerung des Fel- 
des geschieht vorzugsweise durch einen Rechner, der mit 
der optischen Detektionseinheit verkniipft ist und die 
Felder bei Eintritt eines interessierenden Molekiils in 
bestimmter Weise regeln kann. 

Die Figur 3 beschreibt eine bevorzugte Ausfuhrung der 
erf indungsgemaSen Anordnung zum Screening grofier Mutan- 
tenzahlen nach bestimmten Fitnessparametern . Unter Ver- 
wendung einer optischen Detektionseinheit gemaS Figur 6 
konnen Proben untersucht werden. Dabei befinden sich die 
Proben in Form von Tropfchen unter einer f olienartigen 
Oberflache, die ihrerseits vorzugsweise mit dem Objektiv 
in waSriger Immersion in Kontakt steht. Die Folie kann 
bestimmte Beschichtungen tragen, die es erlaubt, gezielt 
Molekule aus den jeweiligen Proben an der Oberflache zu 
binden. Die Proben konnen regular an bestimmten Posit io- 
nen aufgebracht sein, z.B. durch Verwendung eines Mikro- 
dispensiersystems oder in statistischer Verteilung. Urn 
ein Verdampfen des Losungsmittels in den Proben zu ver- 
hindern, konnen die Tropfen durch eine schutzende Matrix 
umgeben werden, z.B. Polymer struktur en oder 6l . 

Figur 7 zeigt schematisch die FCS-Markierung der selek- 
tierten Genotypen. Wenn bestimmte Proben gemaS der Figur 
3 vorgewahlten Fitness -Parametern entsprechen, kann ein 
Zugriff auf die jeweiligen Volumensegmente dadurch er- 
leichtert werden, dafi die Oberflache mit einer photo- 
aktivierbaren Beschichtung versehen ist, die z.B. optisch 
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die Position markiert und einen anschliefienden Zugriff 
auf die Probe erlaubt . 

Der Zugriff auf ein selektiertes Volumensegment bzw. auf 
darin enthaltene Molekiile wie kodierende Nukleinsauren, 
wie in Figur 8 schematisch gezeigt, la£t sich auch da- 
durch erreichen, daS losliche Reaktanden im Volumen- 
element photoaktiviert werden, urn z.B. mit einer Nuklein- 
saure zu reagieren. Derart markierte Nukleinsauren las- 
sen sich anschlieiSend relativ einfach isolieren, urn sie 
weiteren Reaktionen zu unterwerfen, beispielsweise einer 
PCR-Reaktion . 

Figur 11 zeigt eine Auswahl moglicher erf indungsgemafier 
Assays "Ag" steht fur Antigen, bezeichnet jedoch den 
Analyten in allgemeiner Form wie z.B. auch Nukleinsaure- 
Molekule fur den Nachweis in Doppelstrangstrukturen. 

"Ak" steht fur Antikorper, bezeichnet jedoch in allge- 
meiner Form ein spezifisches Nachweisreagenz fur einen 
Analyten, wie Antikorperf ragmente, Bindedomanen oder 
Analyt-komplementare Nukleinsauren. 

"F" steht fur einen Lumineszenz-Farbstof f , insbesondere 
einen Fluores zenz - Farbstof f . 

(A) Spezifische erf indungsgemaJSe Komplexierung eines 
Analyten "Ag" durch ein Fluoreszenz-markiertes 
Nachweisreagens , wobei das Fluoreszenz -markierte 
Nachweisreagens in komplexierter Form von der 
freien Form erf indungsgemaE unterschieden wird. 

' Die Konstellation erlaubt einen bis zu tausend- 
fachen UberschuS gegenuber dem Analyten. 

(B) Wie (A) , jedoch wird die Bindung eines im UberschuS 
zugegebenen zweiten Nachweisreagens in unmarkierter 
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Form dazu ausgenutzt, einen zu geringen Unterschied 
der Grofee von Komplex und unkomplexiertem, markier- 
ten Nachweisreagens zu v-ergr6£ern. 

(C) Kompetitiver, RIA-analoger Assay mit einem Unter- 
schuS von Nachweisreagens und Zusatz von Fluores- 
zenz-markiertem Kompetitor-Analyt . 

(D) Assay mit grofiem UberschuS an Nachweisreagens, wo- 
bei mindestens zwei unterschiedliche Nachweisrea- 
genzien eingesetzt werden, deren Farbstoff marker 
uber Energietransf er eine spezifische Komplexbil- 
dung anzeigen. 

(E) Wie (D) , wobei die unterschiedlichen Farbstoff e er- 
f indungsgema£ unabhangig registriert werden und die 
gemeinsame Komplexbildung durch zeitliche Korrela- 
tion der unterschiedlichen optischen Signale be- 
stimmt werden. 

Die Fig. 19 beschreibt schematised wie sich das Disso- 
ziationsverhalten von Komplexen aus n Rezeptormolekiilen 
in n Reaktionsansatzen und Farbstoff -markiertem Liganden 
in parallelen Experimenten darstellen kann. Verschiedene 
Reaktionsansatze werden in definierten Zeitabstanden 
wiederholt analysiert . Dabei wird zum Beginn dem Gemisch 
ein UberschuS eines unmarkierten Liganden zugesetzt, so 
daS jeder dissozierte Komplex erneut in einen Komplex mit 
nicht -markiertem Liganden uberfuhrt wird. Aus Kurvenver- 
laufen 1,3, n lassen sich einzelne Dissoziationsgeschwin- 
digkeitskonstanten abschatzen, Kurvenverlauf 2 und n-1 
lassen zwei unterscheidbare Dissoziationsprozesse erken- 
nen und deuten auf unterscheidbare Rezeptoren hin. 

Die Fig. 2 0 zeigt verschiedene erf indungsgemaSe Aus- 
f uhrungsf ormen der elektrischen Falle. (a) a,b,c,d 
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stellen Quadrupol -Elektroden dar (Met all -beschichtete 
Neher-Kapillaren Oder Metall-bedampf te Elektroden auf 
Mikrostrukturen auf flachigen Probentragern (Silikon, 
Glas und andere Basismaterialien) ; e,f als Sextupol- 
Elektroden (z.B. als Metall-bedampf te Austritt slinse 
eines oder zweier Objektive) . Die Justierung erfolgt iiber 
x,y,z Justierung. (b) Verwendung flachiger Trager mit 
geatzten Elektrodenkanalen oder LIGA-Technik hergestell- 
ten Formen, iiber die geladene Molekule in ihrer Bewegung 
im elektrischen Feld gesteuert werden konnen. Die Boden- 
platten zu e und f konnen als Sextupolelektroden be- 
schichtete Objektive sein oder Metall-bedampf te Abdeckun- 
gen. (c) Verwendung von (b) in Kombination mit einem 
Probengeber system, bestehend aus einer Kapillare aus 
mineralischen Materialien (z.B. Glas, Silicium etc. oder 
Kunststoff wie Teflon zur Verhinderung elektroosmotischer 
Kapillaref fekte) zur grofivolumigen Probenauf nahme mit 
Elektrode am Kapillarende (ca. + /- 0 -100 V) und mit 
Sammelelektrode auf Erdpotential (0 V) . 

Die Fig. 21 verdeutlicht die Moglichkeit zur Detektion 
geladener Molekule mit Hilfe elektrischer Fallen. (a) 
Wenn sich Zielmolekule innerhalb des Quadrupol- oder 
Sextupolfeldes bef inden, lassen sich durch ein zuf alliges 
Wechselfeld iiber die Elektroden a,b,c,d die Molekule in 
erzwungene Bewegungen versetzen. Sie werden somit erfin- 
dungsgemaS zahlbar. (b) Ein Molekul wird durch einen 
Mehrelement-Detektor in seiner Lage in der Falle erkannt . 
Durch aktive Riickkopplung wird das Quadrupol -/Sextupol - 
Feld so gestellt, da£ das Molekul in einem bestimmten 
Flachen-/Volumenelement in seiner Lage fixiert wird. 

Die Fig. 22 zeigt schematisch die Analyse auf epidemio- 
logisch konservierte Gensegmente auf einem Virusgenom. 
Ein DNA/RNA-Gemisch von verschiedenen Virusstammen wird 
segmentweise mit jeweils einer markierten Gegenstrang- 
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sonde markiert und einem Verdrangungsexperiment durch 
UberschuB unmarkierter Sonde unterworfen. Das rasche 
Au ft ret en freier markiert ex Sonde unterhalb der Schmelz- 
temperatur signalisiert , dafi viele Stamme mit der Sonde 
Komplexe rait vielen Fehlpaarungen eingegangen sind. In 
diesen Bereichen sind die Stamme of f ensichtlich stark 
heterogen . 

In der Fig. 23 ist ein Verfahren dargestellt, mit dem es 
erf indungsgemafi moglich ist, uber Kreuzkorrelation 
gleichzeitig auf die Anwesenheit mindestens einer von 
mehreren moglichen Mutationen auf einem Genomabschnitt zu 
schliefien. Dem zu analysierenden DNA oder RNA-Gemisch 
wird eine Mischung von markierten Fragtnenten zugesetzt. 
Die Hybridisierung der Sonde p mit dem Farbstof f F2 muE 
korrelieren mit der gleichzeitigen Hybridisierung von 
mindestens einer Sonde ml-m6, die mit dem Farbstof f Fl 
markiert sind, wenn eine der gesuchten Mutationen vor- 
liegt. Die Sonden ml-m6 sind jeweils komplementar zu den 
mutierten Seguenzen und konnen unter stringenten Bedin- 
gungen nicht effizient mit Wildtyp-Sequenzen Doppel- 
strangstrukturen ausbilden . Bevorzugte Konzentrat ionen 
sind fur die zu analysierende Nukleinsaure 10" 10 M bis 10" 
14 M 7 wahrend die Sonden in einer Konzentrat ion von vor- 
zugsweise 10" 8 M bis 10" 11 M angeboten werden. 

Die Fig. 24 stellt schematisch die Bedeutung erfindungs- 
gemafi kleiner Anregungsvolumina (a) , kleiner Mefivolumina 
(b) und kleine Volumina bei parallelen Messungen (c) dar. 
(a) Gezeigt ist ein Ausschnitt aus einem Anregungslicht- 
bundel ohne Vorf okussierung mit erf indungsgemaEe Abbil- 
dung eines kleinen MeSvolumens. Es entsteht ein Bereich, 
in dem es zur Photoinaktivierung eines Farbstof fmarkers 
vor Eintritt in das eigentliche MeEvolumen kommen kann, 
so dafi die ef fektive Konzentration im Mefivolumen kleiner 
als die tatsachliche Konzentration ist. Dies wird bei 
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erf indungsgemaSem Ausleuchten mit vorf okussiertem An- 
regungslicht und Abbildung durch eine Lochblende in 
Objektebene weitgehend verhindert . So entsteht ein 
Gauss' sches Volumen mit Gauss' scher Verteilung der 
Lichtintensitat (b) . <c) zeigt einen Ausschnitt aus 
parallel eingestrahlten Anregungslichtbiindeln mit 
Vorf okussierung mit bevorzugten Abbildungen kleiner MeS- 
volumina bzw. zeitlich auf einanderf olgenden Ausleuchtun- 
gen und Messungen unterschiedlicher Volumenelemente mit 
unterschiedlichen Raumkoordinaten im Probevolumen . 
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Pat entanspruche 



Verfahren zur Identif izierung von einem oder weni- 
gen Molekulen, insbesondere in einer Verdunnung von 
s l fiM, durch Verwendung der Laser- angeregt en FCS 
mit MeSzeiten s 500ms bei kurzen Dif fusionswegen 
der zu analy'sierenden Molekule, wobei die Messung 
in tnindestens einer kleinen Volumeneinheit von vor- 
zugsweise s 10"" 1 oder einer Mehrzahl eines solchen 
Volumens durchgefiihrt wird, durch Bestimmung stoff- 
spezifischer Parameter, die durch Lumineszenzmes- 
sungen an zu untersuchenden Molekulen ermittelt 
werden. 

Verfahren gemaS Anspruch 1, wobei Translationsdif - 
fusionskoeffizienten, Rotationsdif fusionskoef f i- 
zienten, die Excitations-, Emissionswellenlange, 
die Lebensdauer des jeweils angeregten Zustandes 
eines lumineszierenden Substituenten oder Kombina- 
tionen dieser MefigroSen als stof f spezif ische Para- 
meter bestimmt werden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
und 2, dadurch gekennzeichnet , daS die Ortskoordi- 
naten des MeSvolumens relativ zu den Ortskoordina- 
ten des Probevolumens wahrend der Analyse verandert 
werden, urn stationare oder sehr langsam diffundie- 
rende lumineszierende Komplexe zu analysieren, in- 
dem das Probevolumen relativ zum Me&volumen bewegt 
wird und/oder indem die Position des Laserstrahls 
und oder die Position des Pokus der registrierenden 
Optik zeitlich verandert wird, wobei die gemessenen 
Translationsdif fusionskoeffizienten einer Kombina- 
tion der tatsachlichen Translationsdif fusionsko- 
effizienten und der iiberlagerten relativen raum- 
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lichen Veranderung der Koordinaten des MeSkcmpart i- 
mentes entsprechen. 

4. Verfahren gemaS Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
da£ die zeitliche Veranderung der Koordinaten des 
MeSkompartimentes eine scheinbare Dif f usionszeit 
eines stationaren oder sehr langsam dif f undieren- 
den, lumineszierenden Komplexes def iniert . 

5. Verfahren gemaS einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, da£ die Lumineszenz eines 
Substituenten mit dem zu bestimmenden Molekiil in 
direkter Wechselwirkung steht, wobei der Substi- 
tuent ein luminophorer Ligand oder ein Liganden- 
komplex ist, dessen spektroskopische Parameter mit 
der Art oder Funktion des zu bestimmenden Molektils 
korrel iert sind . 

6 . Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 5, wobei uber die Messung der Translat ionsdif - 
fusion und/oder Rotationsdif fusion mit Auswertung 
der Korrelation die funktionale Bewertung insbeson- 
dere durch die Bestimmung der absoluten Zahl vor- 
handener Molekule und/oder deren zeitliche Varia- 
tion und/oder durch die Bestimmung der spezif ischen 
Konzentrationen strukturell unterschiedlicher 
Liganden und/oder der Ligandenkomplexe und die 
daraus abzuleitenden thermodynamischen Bindekon- 
stanten spezifischer Wechselwirkungen und/oder die 
Geschwingigkeitskonstanten spezifischer Erkennungs- 
reaktionen oder enzymatischer Prozesse unter Betei- 
ligung Liganden-gekoppelter Molekule durchgefuhrt 
wird. 
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7 . Verf ahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 6, wobei die gemessenen Molekiile oder Molekul- 
komplexe ionise her oder nicht - ionischer Natur sind. 

8 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche l 
bis 7, dadurch gekennzeichnet , dafi die Messung in 
einem iiberlagerten konstanten oder zeitlich vari- 
ierenden elektrischen oder magnetischen Feld statt- 
f indet . 

9. Verf ahren gemafi Anspruch 8, wobei die ionischen 
Molekiile oder Molekiilkomplexe eines Probenvolumen 
mit Hilfe eines gleichgerichteten elektrischen Fel- 
des oder eines elektrischen Wechself eldes zum 
Durchtritt durch das Mefielement und/oder kurz- 
fristigen Verbleib im Mefielement gezwungen werden. 

10. Verf ahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 8 
und/oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafi bei Verwen- 
dung einer elektrischen Molektilf alle der markierte 
Ligand eine geringere oder entgegengesetzte Ladung 
tragt als das zu komplexierende Zielmolekul. 

11. Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 10, dadurch gekennzeichnet, daS die Analyse mit 
einem elektrophoretischen Trennverf ahren gekoppelt 
wird, urn freie Farbstoff -markierte Liganden, insbe- 
sondere Nukleinsauresonden, von spezifisch kom- 
plexierten Liganden, insbesondere Nukleinsaure- 
hybride raumlich zu trennen, wobei vorzugsweise 
Liganden mit mehreren gekoppelten Fluoreszenz-Farb- 
stoffen eingesetzt werden. 

12. Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, daS die nachzuwei- 
senden Komplexe aus markiertem Nachweisreagens und 
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Analyt und gegebenenf alls freiem Analyt in einem 
ersten Elektrophoreseschritt vorkonzentriert werden 
und die nachzuweisenden Komplexe in einem zweiten 
Elektrophoreseschritt in das MeSvolumenelement 
transportiert werden . 

13. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 12, dadurch gekennzeichnet , daS der luminophore 
Ligand und/oder der luminophore Ligandenkomplex 
einen Extinkt ionskoef f izienten s 30.000 bei einer 
Quantenausbeute ^ 0,1 aufweist und/oder als chromo- 
phorer Ligand ein oder mehrere Farbstof f -Oligomere 
zur Verkurzung der effektiven MeSzeit eingesetzt 



14 . Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, daS die Mefikompar- 
timente in einem Arbeitsabstarid von s 10 00 fim vom 
Ausgangsobjektiv angeordnet sind, wobei das Objek- 
tiv entweder direkt mit dem Probenvolumen in Kon- 
takt steht oder wobei das Probenvolumen durch eine 
optisch durchlassige Folie von der Austrittslinse 
getrennt ist . 

15. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, daS definierte 
Molekule und/oder Gleichgewichtsgemische von Mole- 
kulen und/oder kinetische Reaktionsverlauf e in 
mindestens einem Probenvolumenelement analysiert 
werden, wobei im Falle mehrerer Probenvolumen- 
elemente diese auf einem flachigen Trager in zwei- 
dimensionaler Anordnung, insbesondere einer Membran 
oder Folie und/oder einer Waf er-Oberf lache , oder in 
linearer Weise, vorzugsweise in einem kapillaren 
System, angeordnet werden, wobei in bevorzugter 
Weise die Probenvolumina in oder auf naturlichen 



werden . 
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Oder in vitro modif izierten Zellen und/oder in 
kunstlich hergestellten vesikularen Strukturen vor- 
1 i egen , insbesondere Vesikel auf Ba s i s von Lipo- 
somen oder auf Basis loslicher Polymere mit Vesi- 
kel-bildenden Eigenschaf ten . 

16 . Verf ahren gemaE mindestens einem der Anspruche 1 
bis 15, dadurch gekennzeichnet , dafi die einzelnen 
Probenvoiumina durch Verwendung eines Mikrodispen- 
siersystems generiert werden . 

17. Verf ahren gemaE mindestens einem der Anspruche 1 
bis 16, dadurch gekennzeichnet, daE der Zugriff auf 
phanotypisch selektierte Genotypen auf DNA oder 
RNA-Ebene ermoglicht wird durch photochemische Mar- 
kierung entsprechender MeEpositionen, indem ent- 
weder die lokale Position des zugehorigen Volumen- 
elementes gekennzeichnet wird, vorzugsweise durch 
Einsatz des zur Phanotyp-Analyse eingesetzten 
Lasersystems unter Verwendung photochemisch akti- 
vierbarer Substanzen zur optischen Kennzeichnung, 
oder indem durch photochemisch aktivierbare Reagen- 
tien, die in loslicher oder Oberf lachen-gebundener 
Form mit dem Inhalt des selektierten Volumenelemen- 
tes in Kontakt stehen und mit Strukturelementen des 
selektierten Genotyps in eine stabile chemische 
Wechselwirkung treten konnen, insbesondere durch 
Psoralenderivate, und iiber eine spezifische Bin- 
dungsreaktion zu einem gekoppelten Strukturelement 
eine gezielte Abtrennung des selektierten Genotyps 
ermoglicht, insbesondere aktivierbare Substanzen, 
die mit Oligonukleotiden oder Biotin oder Avidin 
oder Streptavidin oder Oligopeptide oder Metallkom- 
plexbildner oder Kombinationen davon verknupft 
sind. 



BNSDOCID: <WO 941 6313A2_I_> 



WO 94/16313 



PCI7EP94/00117 



- 105 - 

18. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 17, dadurch gekennzeichnet , daS in einem 
Screening pharmakologisch potentiell aktive Sub- 
stanzen uber die Wechselwirkung mit spezifischen 
Rezeptoren analysiert werden, indem die Wechselwir- 
kung mit der Bindung eines Lumineszenz-markierten 
Liganden an Rezeptoren untersucht wird, wobei so- 
wohl natiirliche Rezeptoren auf ihren Tragerzellen 
eingesetzt werden oder Rezeptoren auf Rezeptoriiber- 
exprimierenden Tragerzellen oder Rezeptoren in Form 
exprimierter Molekiile oder Molekiilkomplexe . 

19. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Analyse 
auf Wechselwirkung potent ieller Wirkstoffe mit spe- 
zifischen Rezeptoren und einem bestimmten markier- 
ten physiologischen Liganden mindestens zwei Rezep- 
tortypen eingesetzt werden, deren different ielles 
Bindungspotential uber interf erierende Bindung von 
Varianten und einem markierten naturlichen Liganden 
ermittelt wird. 

20. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 19, dadurch gekennzeichnet, da£ bei der Analyse 
der Wechselwirkung potentieller Wirkstoffe mit spe- 
zifischen Rezeptoren oder intrazellularen Substan- 
zen von lebenden Zellen in einem Probevolumen die 
Zellen mehrheitlich teilungsf ahig oder stoffwech- 
selaktiv bleiben. 

21. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 20, dadurch gekennzeichnet, daS die potentiel- 
len Wirkstoffe zum Nachweis von spezifischen Erken- 
nungsreaktionen in komplexen naturlichen, syntheti- 
schen oder halbsynthetischen Gemischen vorliegen 
und diese vor der Analyse einer chromatographischen 
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Trennung unterworfen werden, wobei vorzugsweise der 
in der spezifischen Erkennungsreaktion konkurrie- 
rende markierte Ligand den getrennten Fraktionen 
nach der chromatographischen Trennung zugesetzt 
wird und nachfolgend die Konkurrenzreaktion bei der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem Zielmolekul 
analysiert wird. 

22 . Verf ahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 21, dadurch gekennzeichnet , daS anstelle der 
Chroma t ogr aph i e-E inhe it e ine Pr obengabe - Einhe i t 
eingesetzt wird. 

23 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 22, dadurch gekennzeichnet , dafi mit mindestens 
einer markierten Nukleinsaure- Sonde die Art und/ 
oder Anzahl homolog komplementarer Nukleinsaure - 
molekule in einem Probevolutnen iiber Hybridisierung 
analysiert wird, wobei die Sonden-gekoppelten Farb- 
stof fmarker entweder bevorzugt nicht mit einer mog- 
lichen Sekundarstruktur der Sonde in Wechselwirkung 
tritt oder vorzugsweise zur spezifischen Interkala- 
tion fahig sind und dabei ihr spektrales Fluores- 
zenzverhalten andern, insbesondere durch Verwendung 
substituierter Thiazol- orange Farbstoffe. 

24. Verf ahren gemafi Anspruch 23, dadurch gekennzeich- 
net, daS als markierte Sonden zum Nachweis von 
Nukleinsauren vorzugsweise einzelstrangige Nuklein- 
sauren als UberschuSkomponenten mit einer bestimm- 
ten Polaritat ( ( + ) oder (-)Strang) in Form synthe- 
tischer oder zellularer RNAs oder DNAs eingesetzt 
werden . 

25. Verf ahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 23 
und/oder 24 , dadurch gekennzeichnet, daS die Reak- 
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tionsgeschwindigkeit der Komplexbildung in der 
Hybridisierung beschleunigt wird, indem der Assay 
in einem Milieu durchgefuhrt wird, das chaotrope 
Salze enthalt, und/oder organische Losungsmittel , 
insbesondere Phenole . 

26. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 23 
bis 25, dadurch gekennzeichnet , dafi der Grad der 
Komplementaritat der hybridisierenden Nukleinsaure 
iiber die thermodynamische Stabilitat des Komplexes 
analysiert wird. 

27. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 23 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, daS der Nachweis 
einer komplementaren Nukleinsaure iiber die Verwen- 
dung eines internen Standards quant if iziert wird, 
wobei der interne Standard sich in mindestens einer 
Punktmutation von der Seguenz der zu quantifizie- 
renden Nukleinsaure unterscheidet und die Analyse 
bei einer Temperatur durchgefuhrt wird, bei der die 
unterschiedlichen Konf ormationen der Komplexe aus 
Sonde mit internem Standard und Sonde mit dem zu 
analysierenden Nukleinsauremolekiil sich in Hinblick 
auf die Translationsdif fusion und/oder die Rota- 
tionsdif fusion des Farbstof f molekiils unterscheidet. 

28. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 27, dadurch gekennzeichnet, dafi die Sensitivi- 
tat fur eine Komplexbildung mit Farbstof f-markier- 
tem Liganden durch Erhohung der ef fektiven Assozia- 
tionsgeschwindigkeit gesteigert wird, indem dem 
Reaktionsmedium spezifische Reaktanden zugesetzt 
werden, die das effektive Reaktionsvolumen verklei- 
nern und/oder die Hydrathiille urn die Reaktanden 
verandern und/oder durch Phasentrennungen zur 
ef fektiven Konzentrierung der Reaktanden fiihren, 
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insbesondere durch Einsatz von Polymeren und/oder 
Oligomeren, vorzugsweise Polyethylenglykolen, Dex- 
tranen , Proteinen , Polyvinyl pyrrolidon , chaotropen 
Reagentien, organischen Losemittel. 

29. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 28, dadurch gekennzeichnet , daS der nachzuwei- 
sende Komplex durch mindestens einen weiteren 
Liganden, der bevorzugt im UberschuS zugegeben 
wird, zur Reaktion gebracht wird, urn den GroSen- 
und/oder Formunterschied zwischen Nachweisreagens 
und nachzuweisenden Komplex mit dem Analyten zu 
erhohen. 

30. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 29, dadurch gekennzeichnet, daS die Spezifitat 
der Nachweisreaktion dadurch vergroSert wird, dafi 
die Bildung eines mindestens ternaren Komplexes mit 
einer Kombination von Nachweisreagentien, vorzugs- 
weise im Uberschufi gegenuber dem Analyten, durchge- 
fuhrt wird, wobei mindestens ein Nachweisreagens 
mit mindestens einem Farbstof f liganden markiert 
ist, dessen Emissionswellenlange zur Anregung eines 
Fluoreszenzf arbstof f es an einem zweiten Nachweis- 
reagens geeignet ist, der mindestens als Monomer 
gekoppelt ist und dessen Fluoreszenz nachgewiesen 
wird. 

31. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 30, dadurch gekennzeichnet, daS mindestens zwei 
Analyten nebeneinander in einer Probe in einem 
Assay analysiert werden durch Reaktion von zwei 
unterschiedlichen Nachweisreagentien, die mit min- 
destens zwei voneinander unabhangigen und unter- 
schiedlichen Farbstof fen markiert sind und entweder 
mit Licht unterschiedlicher Wellenlange angeregt 
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oder durch Licht unterschiedlicher Emissionswellen- 
lange unabhangig registriert werden. 

32. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 31, dadurch gekennzeichnet , daS ein bestimmter 
Analyt gleichzeitig mit mindestens zwei Nachweis- 
reagenzien komplexiert wird, die jeweils mit min- 
destens zwei'optisch unterscheidbaren Fluoreszenz- 
molekiilen markiert sind, wobei die gleichzeitige 
Komplexbildung entweder uber die Bildung eines 
Energie-Transf er-Komplexes nachgewiesen wird und/ 
oder uber die zeitliche Korrelation der Signale 
unterschiedlicher Wellenlange der Anregung und/ 
oder Emission nachgewiesen wird. 

33. Verfahren gemaE mindestens einem der Anspruche 1 
bis 32 dadurch gekennzeichnet, dafi Proben auf Ge- 
mische von Vesikelstrukturen analysiert werden, 
insbesondere auf Lipid- tragende Vesikel, insbeson- 
dere Vesikel vom Typ VLDL, LDL und /oder HDL, indem 
die Vesikel mit Fluoreszenz -markiert en Antikdrpern 
angefarbt werden und/oder, indem fluorophore Mar- 
kermolekule spezifisch und fest in die Vesikel- 
strukturen inkorporiert werden. 

34. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 33, dadurch gekennzeichnet, dafi Produkte einer 
in vitro-Proteinbiosynthese auf spezifische Binde- 
eigenschaf ten oder enzymatische Eigenschaf ten ana- 
lysiert werden . 

35. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 34, dadurch gekennzeichnet, daS oligo- oder 
Polymer- Vert eilungen auf mittlere Translationsdif - 
fusionskoef f izienten und/oder mittlere Rotations- 
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dif f usionskoef f izienten und ihre jeweiligen Halb- 
wertsbreiten in der Verteilung analysiert werden. 

36. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche l 
bis 35 dadurch gekennzeichnet , daE in einem immo- 
bilisiert strukturierten Probenvolumen, vorzugs- 
weise bestehend aus fixierten Zellen oder Zell- 
assoziaten, Gewebe, Organellen, Gelstrukturen und 
anderen 3D-kompart imentierten Probenvolumina , meh- 
rere Volumenelemente bezuglich der Dynamik oder 
Reaktionskinetik bestimmter Molekule erfaSt werden, 
wobei die Ortskoordinaten der Volumenelemente eben- 
falls erfaSt werden und anschlieSend die Volumen- 
elemente zu einem zwei- oder dreidimensionalen Bild 
zusammengesetzt werden. 

37. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 36, dadurch gekennzeichnet, daS die Komplex- 
bildung zwischen Rezeptormolekiilen und moglicher- 
weise in einer Probe vorhandenen Liganden in Kom- 
petition mit Farbstof f -markierten Liganden in 
Losung oder unter Einbeziehung von Festphasen-ge- 
koppelten Molekulen oder unter Einbeziehung von 
Zell-assoziierten Molekulen analysiert wird, wobei 
die biologischen Proben in Folien vorgelegt werden, 
so dafi die zu analysierenden MeSkompartimente in 
einem bevorzugten Abstand von maximal 1000 //m ana- 
lysiert werden. 

38. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 37, wobei Kit-Systeme verwendet werden, die fur 
Assays zur Erfassung der Fluoreszenz-Depolarisation 
entwickelt wurden. 

39. Verwendung eines Verfahrens gemaS Anspruch 3 6 zur 
zwei- oder dreidimensionalen Abbildung dynamischer 
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Prozesse oder reakt ionskinet ischer Prozesse in 
einem dreidimensional strukturierten Probevolumen, 
vorzugsweise bestehend aus fixierten Zellen oder 
Zellassoziaten, Geweben, Organellen, Gelstrukturen . 

40. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 39, zur in situ-Analytik von 
Oberflachen- fixierten Praparaten, insbesondere von 
makromolekularen Komplexen wie Chromosomen, Trans - 
kriptionskomplexen, Translationskomplexen oder Zel- 
len oder Gewebestrukturen mit dem Ziel der Lokali- 
sation bestimmter Zielmolekiile und/oder der raum- 
lichen Korrelation zu Ref erenzpositionen , vorzugs- 
weise durch die Verwendung von mindestens zwei 
erf indungsgemafi markierten Liganden. 

41. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur Bestimmung der Reak- 
tionsef f izienz einer spezifischen Stof f umwandlung 
oder einer Bindungsreaktion eines Farbstof f -Ligan- 
den-tragenden Molekuls, indem zu bewertende Volu- 
menelemente simultan oder sequentiell Reakt ionsbe- 
dingungen ausgesetzt werden und nach definierter 
Reakt ionsdauer eine Analyse der Reakt ionsprodukte 
durchgefuhrt wird. 

42. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur gualitativen und/oder 
quantitativen Erfassung spezifischer Molekule und/ 
oder Molekulkomplexe und/oder der molekularen Um- 
gebung der Molekule und/oder Molekulkomplexe, ins- 
besondere die Messung und/oder Bewertung physiolo- 
gisch aktiver Rezeptoren, insbesondere Oberflachen- 
rezeptoren oder die Bewertung Rezeptor-bindender 
Liganden oder Ligandenkomplexe . 
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43. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38 als Alternative zu Radio- 
immunoassays oder Enzymimmunoassays , indem die 
kompetitive Bindung eines gesuchten Molekuls mit 
einem Luminophor-tragenden Liganden an ein Rezep- 
tormolekiil gemessen wird. 

44 . Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur Analyse komplexer Mole- 
kiilkollektive wie replikativer Molekule, insbeson- 
dere Nukleinsauren und davon abgeleiteteter Pro- 
teine oder Peptide, komplexer chemischer Reaktions- 
produkte, komplexer Systeme von Syntheseprodukten 
aus chemischen Reaktionen oder komplexer Gemische 
von Sekundarmetaboliten als zellularer Synthesepro- 
dukte. 

45. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, wobei die Analyse komplexer 
Substanzgemische on line mit einer analytischen 
Fraktionierung erf olgt . 

46. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur Bestimmung der Beweg- 
lichkeit von Molekulen, Molekul-Komplexeh oder Zel- 
len, insbesondere von Spermien, monozytaren Zellen, 
kontraktilen Elementen, aktiv oder passiv transpor- 
tierten Molekulen und Membranmolekulen . 

47. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaE 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 8 mit einer 
an sich bekannten Mikroskopoptik fur die Laser- 
fokussierung zur Fluoreszenzanregung in einem 
kleinen MeSkompartiment einer sehr verdiinnten 
Losung und zur konfokalen Abbildung des emittierten 
Fluoreszenzlichtes fur eine nachfolgende Messung, 
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wobei mindestens eine Optik hoher numerischer 
Apertur von vorzugsweise s 1,2 N.A. eingesetzt 
wird, die Lichtmenge durch eine konfokale angeord- 
nete Lochblende in der Objektebene nach dem Mikros- 
kopobjektiv begrenzt wird und/oder das MeSkomparti- 
ment vorzugsweise in einem Abstand bis zu 1000 /xm 
vom Beobachtungsobjektiv entfernt positioniert ist. 

48. Vorrichtung nach Anspruch 4 7 zur Erzeugung einer 
Beugungslimitierenden Fokussierung eines Laser- 
strahls mit einer MeSsignalerzeugenden Einheit und 
einer Beobachtungseinheit , wobei auf der meSsignal- 
erzeugenden Seite eine Einrichtung (20) zur Vor- 
fokussierung eines Laserstrahls (21), ein dichroi- 
tischer Spiegel (30) zur Ablenkung des Laserstrahls 
(21) und eine weitere Linse (4 0) zur Fokussierung 
des Laserstrahls auf das MeSvolumen vorgesehen sind 
und wobei die Beobachtungseinheit Photonenzahlein- 
richtungen (52) , eine Korrelatoreinrichtung (71) , 
eine Mehrkanal-Scaler-Einrichtung (72) aufweist und 
das Mefisignal gegebenenf alls computergestutzt bear- 
beitet und/oder ausgewertet wird. 

49. Vorrichtung nach Anspruch 48, wobei die Einrichtun- 
gen (20) zur Vorf okussierung mit einer Linse (22) 
und einer Mikroskop- Optik entsprechenden Anordnung 
(23) versehen ist, wobei ein kollinierter Laser- 
strahl (21) durch eine Linse L auf die Bildebene B 1 
fokussiert und durch die Anordnung (23) auf die 
Bildebene B 2 (Zwischenbild) fokussiert wird. 

50. Vorrichtung nach Anspruch 49, wobei die Anordnung 

(23) mit einer wechselbaren Linsenanordnung ver- 
sehen ist zur Variation des Durchmessers des vor- 
fokussierten Laserstrahls (21) . 
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51. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 4 8 
bis 50, wobei eine Detektionseinheit aus zwei 
Detektoren (53, 54) gebildet wird, mit Strahlen- 
teiler (60) , der das aus der Probe emittierte Licht 
(55) auf die Detektoren (53,54) verteilt. 

52. Vorrichtung nach Anspruch 51, wobei der emittierte 
Lichtstrahl (55) vor den Detektoren (53,54) jeweils 
Abbildungslinsen (56,57) und Filterelemente (58,59) 
passiert . 

53. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 48 
bis 52, wobei die Detektoren (53,54) Licht unter- 
schiedlicher Wellenlangen detektieren. 

54. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 4 8 
bis 53, wobei ein oder mehrere Detektorelemente ge- 
gebenenfalls in Form eines Detektor- Arrays in der 
Bildebene plaziert werden. 

55. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 4 8 
bis 54, wobei im Strahlengang (55) eine Lochblende 
(50) angeordnet ist . 



56 



57. 



Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 4 7 
bis 55, dadurch gekennzeichnet , daS zwei Objektive 
verwendet werden, die einen Winkel > 90° zueinander 
bilden. 

Vorrichtung gemafi mindestens einem der Anspruche 4 7 
bis 56, dadurch gekennzeichnet, dafi als Lichtquelle 
kontinuierliche Laser mit emittierenden Wellenlan- 
gen > 200 nm eingesetzt werden, insbesondere Argon- 
, Krypton-, Helium-Neon-, Helium- Cadmium-Laser oder 
hochfrequent gepulste Laser a 2 0 MHz mit einer 
Leistung j> 0,5 mW. 
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53. Vcrrichtung gemafe mindestens einem dex- Anspruche 4 7 
bis 57, dadurch gekennzeichnet , daS Einrichtungen 
fur die Einzelphotonenzahlung , wie Lawinendioden- 
detektoren, im Strahlengang des emittierten Lichtes 
angeordnet sind, vorzugsweise in der Ebene der 
Lochblende, zur Registrierung des emittierten 
Lichtes, und wobei die Signalanalyse durch einen 
digitalen Korrelator oder Vielkanalzahler erfolgt. 

59. Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspruche 4 7 
bis 58, dadurch gekennzeichnet, dafi das Mefikompar- 
timent in einem Probenvolumen zwischen zwei Kapil- 
laren fixiert wird, wobei die Kapillaren auf der 
AuEenseite mit einer chemisch inerten, leitfahigen 
Beschichtung versehen sind, insbesondere einer 
Metallbedampfung, insbesondere einer Goldbedampf ung 
auf einem Chromgrund und wobei die leitfahigen Be- 
schichtungen mit einem Rechner-geregelten gleich- 
gerichteten Feld oder einem elektrischen Wechsel- 
feld verbunden sind und iiber das MeEkompartiment 
leitend miteinander verbunden sind. 

60. Vorrichtung gemafc mindestens einem der Anspruche 47 
bis 59, dadurch gekennzeichnet, daS zwei einander 
gegenuberstehende Mikroskopoptiken das Mefikomparti- 
ment einschlieSen . 

61. Vorrichtung insbesondere gemaS mindestens einem der 
Anspruche 47 bis 60, dadurch gekennzeichnet, da£ 
eine elektrophoretische Zusatzvorrichtung vorge- 
sehen ist, die mindestens eine Elektrophoresezelle 
mit mindestens einer Offnung fur die Zugabe/Ent- 
nahme der zu analysierenden Probe und/ oder einer 
Waschlosung, eine Wand-Elektrode, eine Ring-Elek- 
trode, eine Neher-Kapillare , eine Elektrode an der 
Kapillarspitze und einen Tropf en-Austritt aufweist . 
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62. Vorrichtung gemaS Anspruch 61, gekennzeichnet durch 
eine elektrische Falle mit einem Quadrupol -Element 
mit mindestens vier Elektroden, vorzugsweise Nadel- 
Elektroden oder auf gedampf ten Elektroden in einer 
Waf er-Konf iguration, wobei vorzugsweise ein Loch 
< 1 mm umsaumt wird, vorzugsweise in Kombination 
mit mindestens zwei weiteren Elektroden in min- 
destens einer Sextupol-Anordnung, wobei vorzugswei- 
se das Quadrupol -Element mit einer Wechselspannung 
versorgt wird und die .Sextupol-Elektroden mit einer 
Gleichspannung angesteuert werden, die der Ladung 
der zu analysierenden Molekiile entgegengerichtet 
ist . 

63. Vorrichtung gemafi mindestens einem der Anspruche 61 
und 62, dadurch gekennzeichnet, da£ die Folie zur 
Aufnahme der Proben durch eine molekulare Derivati- 
sierung spezif ische Bindungseigenschaf ten fur Mole- 
kiile aufweist, insbesondere in Form von Ionenaus- 
tauscher-Liganden oder Af f initatsliganden, insbe- 
sondere Oligopeptide, Polypeptide, Proteine, Anti- 
korper oder Chelatbildner , insbesondere Iminodi- 
essigsaure- oder Nitrilotriessigsaure-Liganden, 
insbesondere Folien, die ortsspezif isch unter- 
schiedliche Molekiilstrukturen unterschiedlicher 
Bindungsspezif itat als Liganden aufweisen. 

64. Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspriiche 61 
bis 63, dadurch gekennzeichnet, da£ das Probenvolu- 
men auf einer zwei- oder dreidimensional steuerba- 
ren Probenauf nahme -Vorrichtung fixiert ist, wobei 
die Probe vorzugsweise durch den Einsatz zwei- oder 
dreidimensionaler Piezo-Triebe in bestimmten Raum- 
koordinaten relativ zur MeEoptik fixierbar ist. 
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65. Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspruche 61 
bis 64, dadurch gekennzeichnet , dafi die Vorrichtung 
mit einer Einrichtung ausgestattet ist, die den 
Laserstrahl in def inierten Koordinaten ablenkt und/ 
oder die Position der Fokussierung definiert fest- 
legen kann. 

66. Verfahren zur Detektion und/oder Identif izierung 
einzelner Mikroorganismen , insbesondere Bakterien, 
suspendierte Zellen oder Viren, wobei als Kcnfiri- 
kations-Merkmal spezifische Wechselwirkungen oder 
enzymatische Aktivitaten Fluoreszenz - markierter 
Zielmolekule mit oberf lachenexprimierten Struktur- 
elementen natiirlicher oder genetisch rekombinierter 
Membranproteine detektiert werden. 

67. Verwendung des Verfahrens gemaS Anspruch 66 zur 
Detektion und praparativen Gewinnung mindestens 
eines spezifischen Gens eines Mikroorgani sinus , des- 
sen mindestens ein Genprodukt auf der inneren oder 
auSeren Membran oder Hulle prasentiert ist . 

68. Verwendung des Verfahrens gemaS Anspruch 66 zur 
Funk t i on she s t immung von Genprodukten definierter 
Gensegmente . 

69. Verfahren gemaS Anspruch 1 zur Identif izierung von 
einem oder wenigen Molekulen in mehreren kleinen 
Volumeneinheiten, dadurch gekennzeichnet, daS meh- 
rere kleine Volumenelemente als Mefivolumen aus 
einem gemeinsamen groSeren oder mehreren kleinen 
Anregungsvolumen analysiert werden und/oder zeit- 
lich auf einanderf olgend mit oder ohne Veranderung 
der Raumkoordinaten des oder der Mefivolumen inner- 
halb der Probe analysiert werden. 
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70. Vorrichtimg zur Durchfiihrung des Verfahrens unter 
Verwendung eines Multiarray-Detektors mit einer 
Optik zur Ausleuchtung eines alle oder me-hrere Me£- 
volumen umfassenden Anregungsvolumens oder einem 
optischen System zur parallelen Ausleuchtung mehre- 
rer Anregungsvolumina . 

71 . Vorrichtung zur Detektion von einem oder mehreren 
Molekiilen, Molekulkomplexen und/oder Molekiilbruch- 
stiicken, insbesondere in einer Verdunnung von 
s 1 ixM, in kleinen MeSvolumina von vorzugsweise 
s 10' 14 1 mittels Fluoreszenz-Spektroskopie , mit 

einer Laserstrahl-Erzeugungsvorrichtung zur Er- 
zeugung eines Laserstrahls mit einer ersten Wei- 
lenlange, 

einer Fokussiervorrichtung zur Fokussierung des 
Laserstrahls auf das MeSvolumen, wobei der 
Laserstrahl im MeSvolumen derart stark gebundelt 
ist, dafi er im wesentlichen ausschlieSlich das 
MeSvolumen erfaSt, 

einer Detektorvorrichtung zur Erfassung von in- 
folge der Laserlichtanregung eines oder mehrerer 
Molekiile, Molekiilkomplexe und/oder Molektilbruch- 
stiicke erzeugter Fluoreszenzstrahlung und 
einer innerhalb des Strahlengangs der Fluores- 
zenzstrahlung in der Objektebene konfokal zum 
Mefivolumen angeordneten Lochblende zur Begren- 
zung der Menge an von der Detektorvorrichtung zu 
erfassender Fluoreszenzstrahlung, wobei die 
Lochblende einen Durchmesser von insbesondere 
s 100 fim und vorzugsweise <; 2 0 bis 3 0 /zm auf - 
weist • 

72. Vorrichtung nach Anspruch 71, dadurch gekennzeich- 
net, daS bei einem AbbildungsmaSstab von 1 : 100, 
1 : 60 oder 1 : 40 zwischen dem MeSvolumen und der 
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Objektebene und bei einem MeSvolumen mit einer Aus- 
dehnung von s 0,1 /im in jeder Dimension die Loch- 
blende einen Durchmesser von etwa 10 pm, S fim bzw . 
4 /xm auf weist . 

73. Vorrichtung nach Anspruch 71 oder 72, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die Optik fiir den Laserstrahl 
und/oder die Optik fur die Fluoreszenzstrahlung 
eine hohe numerische Apertur von vorzugsweise 
a 1,2 N.A. aufweist. 

74. Vorrichtung nach einem der Anspruche 71 bis 73, da- 
durch gekennzeichnet, daS das MeSvolumen urn bis zu 
1.000 fim von der Fokussiervorrichtung beabstandet 
ist . 

75. Vorrichtung nach einem der Anspruche 71 bis 74, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Fokussiervorrichtung 
eine Vorf okussiervorrichtung zur Vorf okussierung 
des Laserstrahls und eine Fokussier-Obj ektivlinse 
zur Fokussierung des vorf okussierten Laserstrahls 
auf das MeSvolumen auf we ist . 

76. Vorrichtung nach Anspruch 74 und 75, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Abstand zwischen der Fokus- 
sier-Objektivlinse und dem MeSvolumen bis zu 
1.000 /im betragt. 

77. Vorrichtung nach Anspruch 75, dadurch gekennzeich- 
net, daS zwischen der Vorf okussiervorrichtung und 
der Fokussier-Obj ektivlinse ein halbdurchlassiger 
Spiegel zur Umlenkung des vorf okussierten Laser- 
strahls auf die Fokussier-Obj ektivlinse angeordnet 
ist . 
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78. Vorrichtung nach Anspruch 77, dadurch gekennzeich- 
net, daS die Lochblende auf der der Fokussier- 
Objektivlinse abgewandten Seite des halbdurchlas- 
sigen Spiegels angeordnet ist. 

79. Vorrichtung nach einem der Anspruche 71 bis 78, da- 
durch gekennzeichnet, daS die Detektorvorrichtung 
mindestens einen und vorzugsweise mehrere Detekto- 
ren zur Erfassung der Fluoreszenzstrahlung auf- 
weist . 

80. Vorrichtung nach einem der Anspruche 71 bis 78, da- 
durch gekennzeichnet, dafi zwischen der Lochblende 
und der Detektorvorrichtung mindestens ein opti- 
sches Filter und/oder mindestens eine Abbildungs- 
linse und/oder mindestens ein halbdurchlassiger 
Spiegel und/oder mindestens ein Ref lektionsspiegel 
angeordnet ist bzw. sind. 

81. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 71 bis 80, ge- 
kennzeichnet durch eine weitere Laserstrahl-Erzeu- 
gungsvorrichtung zur Erzeugung eines weiteren 
Laserstrahls mit einer von der ersten Wellenlange 
verschiedenen Wellenlange, eine weitere Fokussier- 
vorrichtung zur Fokussierung des weiteren Laser- 
strahls auf das MeSvolumen mit einer derart starken 
Bundelung, daS der weitere Laserstrahl im wesent- 
lichen ausschlieSlich das MeEvolumen erfaSt, eine 
weitere Detektorvorrichtung zur Erfassung von in- 
folge der Anregung eines oder mehrerer Molekiile, 
Molekulkomplexe und/oder Molekulbruchstucke erzeug- 
ter Fluoreszenzstrahlung und eine Korrelatorein- 
heit, die mit den beiden Detektorvorrichtungen 
verbunden ist . 

82. Vorrichtung nach Anspruch 81, gekennzeichnet durch 
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einen T-formigen Trager mit einem ersten Tragarm 
(65) und einem mit diesem verbundenen und quer 
zum ersten Tragarm (65) verlaufenden zweiten 
Tragarm (74 ) , 

an den stirnseitigen Enden des zweiten Tragarms 
(74) "angeordneten Halterungsvorrichtungen (83, 
84) zum axialen Fiihren und Halten von optischen 
Elementen " (Linse, Filter, Spiegel, Detektor) fur 
die beiden Laserstrahlen und die beiden Fluores- 
zenzstrahlungen, wobei die fokussierten Laser- 
strahlen auf einen Objekttrager auftreffen, der 
das MeEvolumen tragt und vorzugsweise in der 
Mitte zwischen den beiden stirnseitigen Enden 
des zweiten Tragarms (74) von diesen gehalten 
losbar angeordnet ist, 
- wobei die beiden Halterungsvorrichtungen (83, 
84) synchron relativ zu den ihnen jeweils zuge- 
ordneten stirnseitigen Enden des zweiten Trag- 
arms (74) in Richtung von dessen Langser- 
streckung bewegbar sind, die beiden Halterungs- 
vorrichtungen (83,84) sich in Richtung der Er- 
streckung des ersten Tragarms (65) erstrecken 
und die beiden Laserstrahlen liber Umlenkspiegel 
und/oder halbdurchlassige Spiegel (66,67,72,73) 
uber optische Durchlasse (Offnungen 69) aus dem 
Innern des ersten Tragarms (65) heraus auf die 
an den Halterungsvorrichtungen (83,84) gehalte- 
nen optischen Elemente fur die Laserstrahlen urn- 
lenkbar sind. 

83. Vorrichtung nach Anspruch 82, dadurch gekennzeich- 
net, daS die optischen Elemente fur die Laserstrah- 
len an den einander zugewandten Innenseiten der 
beiden Halterungsvorrichtungen (83,84) und die 
optischen Elemente fur die Fluoreszenzstrahlung an 
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den einander abgewandten AuSenseiten der beiden 
Halterungsvorrichtungen (83,84) angeordnet sind. 

84. Vorrichtung nach Anspruch 82 oder 83, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi zur Kompensation eines Offset der 
Brennpunkte der Fokussier-Objektivlinsen eine von 
diesen von einem insbesondere piezoelektrisch be- 
triebenen Stellglied positionierbar ist . 
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FCS-Markierung der selektierten Genotypen 
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Nukleinsauren uber (Strept-) Avidin-Komplexierung (S) mit 
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Elektrophoresezelle 
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Bestimmuna des Dissoziationsverhaltens von komplexen 
in parallel gefiihrten Experimenten durch FCS 




a- 



BNSDOCID: <WO_9416313A2_l_> 



ERSATZBLATT (REBEL 26) 



WO 94/K313 PCT/EP94/00117 



-20/32- 



Verschiedene erf indungsgemaBe Ausf uhrungsf ormen 
der elektrischen Falle 



FIG.20a 




a,b,c,d als Quadrupol-Elektroden 
(metallbeschichtete Neher-Spitzen 
Oder metallbedampf te Elektroden 
auf Mikrostrukturen auf flachigen 
Probentragern (Silikon, Glas und 
andere Basismaterialien) - 
e,f als Sextupol-Elektroden (z.B. 
als metallbedampfte Austrittslin- 
se eines Oder zweier Objektive. 
Die Justierung erfolgt iiber 
x ,y , z-Justierung . 



FIG. 20 b 




Verwendung flachiger Trager mit 
geatzten Elektrodenkanalen (oder 
LIGA-Technik-hergestellten For- 
men) , iiber die geladene Molekiile 
in ihrer Bewegung im elektrischen 
Feld gesteuert, zugefuhrt oder 
abgezogen werden konnen. Die 
Bodenplatten zu e und f konnen 
als Sextupolelektroden beschich- 
tete Objektive sein oder metall- 
bedampfte Abdeckungen. 



Elektrode +/- 0-100 V 



FIG.20C 



Kapillare mit 
Probevolumen 



Verwendung von (b) in Kombination 
mit einem Probengebersystem, be- 
stehend aus einer Kapillare aus 
mineralischen Materialien (z.B. 
Glas, Silicium etc. oder Kunst- 
stoff z.B. Teflon) zur groBvolu- 
migen Probenauf nahme mit Elektro- 
de am"Kapillarenende (ca. +/- 
0-100 Volt) und mit Sammelelektro- 
de auf Erdpotential (0 Volt) . 

Sammelelektrode mit Erdung (Potential 0 Volt) und 
Pinhole zum Durchtritt von Ionen in das Quadrupol-Feld . 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 




BNSDOCID: <WO 941631 3A2_I_> 



WO 94/16313 



PCT/EP94/00117 



Molekuldetektion 



-21/32- 



FIG.21Q 





Wenn sich Zielmolekiile innerhalb 
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des befinden, lassen sich durch 
ein zufalliges Wechselfeld iiber 
die Elektroden a, b, c, d 
die Molekule in erzwungene Be- 
wegungen versetzen. Sie werden 
somit erf indungsgemaB zahlbar. 
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Ein Molekiil wird durch 
einen Mehrelement-Detek- 
tor in seiner Lage in 
der Falle erkannt. Durch 
aktive Ruckkopplung wird 
das Quadrupol /Sextupol- 
Feld so gestellt, daB 
das Molekul in einem be- 
stimmten Flachen-/ 
Volumenelement in seiner 
Lage fixiert wird. 
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und kleine Volumina bei parallelen Messungen (c) 
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Ausschnitt aus parallel 
eingestrahlten Anre- 
gungslichtbundeln mit 
Vorf okussierung mit er- 
f indungsgemaBen Abbil- 
dungen kleiner Mefi- 
volumina bzw. zeitlich 
auf einanderf olgenden 
Ausleuchtungen und 
Messungen unterschied- 
licher Volumenelementen 
mit unterschied lichen 
Raumkoordinaten im 
Probevolumen . 
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<57) Abstract 

Disclosed is a method for the identification of one or a small 
number of molecules, in particular at a dilution of < 1 j/M, byusing 
laser- stimulated fluorescence correlation spectroscopy with mea- 
surement times of < 500 ms and snort diffusion paths for the- 
molecules under analysis, the measurement preferably being carried 
out on small volumes of < 10" 14 litres to measure parameters spe- 
cific to the materia] and which can be determined by luminescence 
measurements on the molecules under investigation. The device 
preferably used to carry out the method proposed has per se prior 
art microscope optics which focus the laser light used to stimu- 
late the fluororescence of a highly dilute solution in a small mea- 
surement cell and to form an image from the emitted light in the 
subsequent measurement stage by confocal imaging. The optics 
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the plane of the object after the objective lens of the microscope, 
and the measurement cell is positioned at a distance between 0 and 
H .000 am from the viewing lens. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Identifizierung von einem oder wenigen 
Molektilen. insbe sonde re in einer Verdiinnung von < I ^M. durch 
VerwendungdcT Lascr-angeregten FCS mil MeBzeiten < 500ms bei kurzen Diffusionswegen der zu analysierendcn Molekule, wobei die 
Messung in kleinen Volumeneinbeiten von vorzugsweisc < 10 14 1 durchgefuhn wird, durch Bestimmung stofifspezifiscber Parameter, 
die durch Lumineszenzmessungen an zu untersuchenden Molekulen ermittelt werden. Die zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens bevorzugt einsetzbare Vorrichtung ist cine an sich bekannte Mikroskopoptik fur die Laserfokussiemng zur Fluoreszenzanregung 
in einem kleinen Mcfikompartiment einer sehr verdunntcn Losung und zur Abbildung des emittierten Uchtes in der nachfolgenden 
Messung durch konfokale Abbildung, wobei mindestens eine Optik boher numcrischer Apertur > 13. N.A. eingesetzt wird, die Lichtmenge 
durch eme konfokale angeordnete Lochblende in der Objektebene nach dem Mikroskopobjekxiv begrenzt wird und das MeBkompartiment 
in einem Abstand zwischen 0 und 1000 /xm vom Beobachtungsobjcktiv entfernt positioniert ist. 
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SPRINGER SERIES IN OPTICAL SCIENCES, 
Band 38: 5. Int. Conf. Photon Correlation 
Techniques in Fluid Mechanics, Kiel-Damp, 
DE, 23-26 Mai 1982 

P. KASK ET AL: 'Fluorescence correlation 

spectroscopy in solutions' 

siehe Seite 393, Absatz 2 

siehe Seite 394, letzter Absatz - Seite 

395, Zeile 14 

siehe Seite 396, Absatz 2 - Seite 397, 
Zeile 1; Abbildungen 1,2 

BIOPHYSICAL JOURNAL, 
Bd.54, Nr. 6, Dezember 1988 
Seiten 983 - 993 

T. MEYER ET AL 'Particle counting by 
fluorescence correlation spectroscopy' 
siehe Seite 984, linke Spalte, Absatz 
'Lipid Vesicles' 

siehe Seite 987, rechte Spalte, Zeile 25 - 
Zeile 35 

siehe Abbildung 2, inklusive Unterschrift 

JOURNAL OF CELL SCIENCE, 
Bd.88, 1987 
Seiten 145 - 149 

R. W I EG AND ET AL 'Laser- induced fusion of 
mammalian cells and plant protoplasts' 
siehe Seite 145, rechte Spalte 
siehe Abbildung 1 

EP.A.O 501 688 (HITACHI) 2. September 1992 
siehe Spalte 1, Zeile 13 - Zeile 43 

WO, A, 92 01513 (MAX PLANCK GESELLSCHAFT) 6. 

Februar 1992 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 18, Zeile 14 - Zeile 17 

siehe Seite 35, Zeile 16 - Zeile 18; 

Abbildung 2 

BIOPHYSICAL JOURNAL, 
Bd.51, Nr. 2, Februar 1987 
Seiten 339 - 343 

A.G. PALMER III ET AL 'Theory of sample 
translation in fluorescence correlation 
spectroscopy' 

siehe Seite 339, rechte Spalte, Zeile 13 - 
Zeile 28 

siehe Seite 342, linke Spalte, Zeile 5 - 
Zeile 36 

-/— 



1,2,5-7, 
47-50,56 



1-7,15, 
33, 

47-50,65 



20,47, 
57,60,64 



14,37,47 



14-16, 
37,47 
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A 


BIOPHYSICAL JOURNAL, 
Bd.49, Nr. 4, April 1986 
Seiten 809 - 81b 

N.O. PETERSON ET AL 'Scanning fluorescence 
correlation spectroscopy' 
siehe Zusammenf assung 

siehe Seite 811, linke Spalte, Zeile 12 - 

siehe Seite 812, linke Spalte, Zeile 28 - 
Zeile 31 


1,3 


A 


PROCEEDINGS 46th ANNUAL MEETING ELECTRON 
MICROSCOPY SOCIETY OF AMERICA, MILWAUKEE, 
CA, 7"lc August l7oo, jciten 
H. QIAN ET AL: 'Fluorescence microscopic 
analysis of molecular interactions in 
3-dimensional samples by means of 
fluorescence correlation spectroscopy and 
photobleaching recovery 1 
siehe Seite 38, Absatz 2 
siehe Seite 39, letzter Absatz 


1,36,39 | 


A 


AIP CONFERENCE PROCEEDINGS, Nr. 258 
48th INT. PHYSICAL CHEMISTRY MEETING: 

rurnnnrnnkl nAOTATTHM Akin nVMAMTP 

SYCHROTRON RAUIAIIUN ANU UTNAriiL 
PHENOMENA, GRENOBLE, FR, 1991, 
Seiten 419-427 

J. GOULON ET AL: 'X-ray excited 
fluorecence correlation spectroscopy: a 
new tool for molecular dynamics studies' 
siehe Zusammenf assung 
siehe Seite 425, Zeile 1 - Zeile 4 


1 


A 


BIOPHYSICAL JOURNAL, 
Bd.41, Nr. 2, Februar 1983 
Seiten 119 - 133 

0.S ANDERSEN 'Ion movement through 
gramicidin A channels. Single-channel 
measurements at very high potentials' 
siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 120, linke Spalte, vorletzte 
Zeile - Seite 123, linke Spalte, Zeile 14 
siehe Abbildung 1 


11,61 


A 


EP.A.O 245 206 (BATTELLE) 11. November 
1987 

siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 1, Zeile 1 - Seite 5, Zeile 11 


1,17,18, 
23,42-44 
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P»A 



APPLIED OPTICS, 

Bd.32, Nr. 6, 20. Februar 1993, NEW YORK US 
Seiten 794 - 805 

A. P. LARSON ET AL 'Semiconductor 
laser-induced fluorescence detection in 
pi co T i ter vo lume f low eel 1 s 1 
siehe Zusammenf assung 

siehe Seite 794, linke Spalte, Zeile 1 - 
rechte Spalte, Zeile 15 

US, A, 4 405 237 (MANUCCIA) 20. September 
1983 

siehe Spalte 3, Zeile 16 - Zeile 25 
siehe Spalte 4, Zeile 5 - Zeile 10; 
Abbildung 

EP.A.O 319 815 (MOLECULAR THERAPEUTICS) 

14. Juni 1989 

siehe Zusamroenfassung 

siehe Spalte 6, Zeile 54 - Spalte 7, 

Zeile 4 

siehe Spalte 7, Zeile 14 - Zeile 20 
siehe Spalte 11, Zeile 21 - Zeile 36 
siehe Spalte 12, Zeile 45 - Zeile 54 
siehe Spalte 19, Zeile 21 - Zeile 26 
siehe Beispiele 1-3 

MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY, 
Bd.36, Nr. 5, 1992 
Seiten 479 - 494 

S. HARADA ET AL 'Induced CD25 expression 
in a human B- lymphoma cell line 
transfected with the Epstein-Barr virus 
nuclear antigen 2 gene' 
siehe Zusammenfassung 
siehe Seite 482, Zeile 6 - Zeile 20 
siehe Seite 482, letzter Absatz 
siehe Seite 486, Zeile 6 - Zeile 7 
siehe Abbildung 5; Tabellen 1,2 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd.267, Nr. 6, 25. Februar 1992 
Seiten 4084 - 4096 

R.D. TEASDALE ET AL 'The signal for Golgi 
retention of bovine 

beta-l,4-galactosyltransferase Is in the 
transmembrane domain' 
siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 4088, linke Spalte, Zeile 33 - 
Zeile 56 

siehe Seite 4091, rechte Spalte, Zeile 6 - 
Zeile 29 

siehe Abbildung 5F 
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81 
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JOURNAL OF VIROLOGY, 
Bd.64, Nr. 6, Juni 1990 
Seiten 2788 - 2795 

A. YASUDA ET AL 'Induction of protective 
immunity in animals vaccinated with 
recombinant vaccinia viruses 
siehe Zusammenf assung 

siehe Seite 2789, rechte Spalte, Zeile 12 

- Zeile 24 

siehe Seite 2790, rechte Spalte, Zeile 14 

- Zeile 25 
siehe Abb il dung 3 

EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd.22, Nr. 11, 1992 

Seiten 2777 - 2781 

O.T. KEPLER ET AL 'Human Golgi 

beta-gal actoside 

alpha-2,6-sialyltransferase generates a 
group of sialylated B lymphocyte 
differentiation antigens' 
siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 2779, linke Spalte, Zeile 1 - 
rechte Spalte, Zeile 6; Abbildung 2 

MOLECULAR ENDOCRINOLOGY, 

Bd.5, Nr. 11, 1991 

Seiten 1696 - 1706 

E.J. PLATT ET AL 'Altered effects of 

glucocorticoids on the trafficking and 

processing of mouse mammary tumor virus 

glycoproteins . . . ' 

siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 1697, rechte Spalte, 

vorvorletzte Zeile - Seite 1698, linke 

Spalte, Zeile 14; Abbildung 2 

VIROLOGY, 

Bd.178, Nr.l, 1990 
Seiten 263 - 272 

V. LITWIN ET AL 'Cell surface expression 

of the varicella-zoster virus 

glycoproteins and Fc receptor' 

siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 265, linke Spalte, letzter 

Absatz - Seite 266, linke Spalte, Zeile 

47; Abbildungen 1,2 
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THE JOURNAL OF CELL BIOLOGY, 
Bd.108, Nr. 2, Februar 1989 
Seiten 339 - 353 

J HEARING ET AL 'Isolation of Chinese 
hamster ovary cell lines temperature 
conditional for the cell-surface 
expression of integral membrane 
glycoprotei ns 1 
siehe Zusammenf assung 
siehe Seite 340, rechte Spalte, Zeile 

siehe Seite 341, rechte Spalte Zeile 
Seite 342, linke Spalte, Zeile 22 
siehe Abbildungen 1,2 



P.X 



18 - 
26 - 



licir. Anspruch Nr. 

66 



BLOOD, 

Bd.69, Nr. 3, Marz 1987 
Seiten 886 - 892 

R A ASHMUN ET AL 'Expression of the human 
monocyte membrane antigen gp55 by murine 
fibroblasts after DNA-mediated gene 
transfer' 

siehe Zusammenf assung ,.,•,■» 
siehe Seite 887, rechte Spalte, Zeile 17 - 

Zeile 44 

siehe Seite 888, linke Spalte, Zeile 11 - 
Zeile 53; Abbildungen 1,2 

US A, 5 223 408 (GOEDDEL) 29. Juni 1993 
siehe Spalte 1, Zeile 21 - Zeile 25 
siehe Spalte 5, Zeile 29 - Spalte 6, Zeile 
8 



66 
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INTKK.NATIONALKK KKCHKKCHKNHKRICHT 



PCT/EP 94/001 17 



Kcld I Bcmcrkungcn zu den Anspruchcn, die sich als niche rcchcrchicrbar crwicscn haben (I ortsct/.un* von Punk! I auf lilaitl) 



GcmaB Artikel i7(2)a) wurdc aus foigender. Grundcn fur bestimmic Anspruchc kem Recherchenbcncru crstclk: 

J ! i Anspruchc Nr. . . 

1 1 vex I Sic sich auf Gcgcnsiandc bczichcn. zu dcrcn Recherche die Rchordc nichi vcrpflichici ist. namhen 



2 ' ^ wc"1^^ch N a uf Tcilc dcr inicmalionaJcn Anmeldung bczichcn, d.e den vorgcschr.cbcncn Anfordcrungen so wen.g cntsprcchen, 
da£S cine sinnvolle Internationale Recherche nichi durchgefuhn werden kann, namltch 



3 1—1 sich dabc, um abhangigc Anspruchc handclt, die nichi enisprechend Satz 2 und 3 der Rcgcl 6.4 a) abgcfaflt sind. 



Kcld II Bcmcrkungcn bci mangcJndcr Einhcitlichkcit dcr fcrfindung (Fortsctzung von Punkt 2 aufBlatt I) 



Die iniernationale Rcchcrchcn be horde hai fcsigcstclit, dafl dicse Internationale Anmeldung mchrcrc Rrfindungcn enthalu 

1. Anspruche: 1-65,69-84 

2. Anspruche: 66-68 

Fur zusatzliche Inf ormat ionen, bitte siehe Formblatt PCT/ISA/206 vom 13. Ob. 94. 



1 [Yl Da dcr Anmcldcr aile crfordcrlichcn zusatzlichcn Rechcrchcngcbuhrcn rcchtzcitig entrichtci hat crstrcckt sich dieser 
international Recherchcnbcncht auf allc rccherchierbarcn Anspruchc der i nLcrn alio n ale n Anmeldung. 

2- I I Da fiir aJlc rcchcrchierbarcn Anspruchc die Recherche ohne cinen Arbe.tsauf wand durchgefuhn werden konnic, dcr cine 

1 ' zusatzliche Rcchcrchcngcbuhr gerechtferugt hatte, hat die Iniernauonale Rccherchcnbehordc nicnt zur Zahlung eincr solchcn 

Gebiihr aufgcfordcrL 

3 I I Da dcr Anmeldcr nur c.nigc dcr crfordcrlichcn zusatzlichcn Rechcrchcngcbuhrcn rcchtzcilig cnirichici hat, crstrcckt sich dieser 

1 1 iniernauonale Recherchcnbcncht nur auf die Anspruchc der inicrnationalcn Anmeldung, fur die Gcbuhrcn entrichtci worden 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4 PI Dcr Anmcldcr hat d.c erfordcrlichcn zusatzlichcn Rechcrchcngcbuhrcn nicht rcchtzcttig cninchtci. Der iniernauonale Rechcr- 

1 ' chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchcn zucrst crwahntc fcrfindung; dicse ist in folgcnden Anspruchcn cr- 

fafiL 



Bcmcrkun*cn hinsichilich cines Widcrsprtichs Q Die zusatzlichcn Gcbiihren wurden vom Anmcldcr untcr W,derspruch gczahlL 

| y | Die Zahlung zusatzliche r Gcbuhrcn crfolgic ohnc Widerspruch. 
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